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RESUME

Résumé

Les mycotoxines sont des métabolites secondaires des moisissures qui peuvent
naturellement contaminer de nombreux supports (céréales, fruits, papiers peints, compost).
Dans ces travaux de these, nous avons focalisé notre intérét sur deux mycotoxines produites
principalement par les champignons du genre Fusarium, appartenant toutes deux au méme
groupe des trichothécénes, le déoxynivalénol (DON) et la toxine T-2 (T-2). Les objectifs de
cette thése ont été de déterminer les effets de ces deux toxines sur la mise en place des
réponses immunitaires au sein de la muqueuse respiratoire et intestinale. L'ensemble de
ces études a été réalisé chez le porc, espece cible de ces contaminants et animal modele
pour 'Homme. Les résultats de ces travaux ont montré que ces deux toxines affectent la
réponse immunitaire.

Au niveau du tractus respiratoire, une faible dose de toxine T-2 altére I'activation des
macrophages alvéolaires lorsqu’ils sont stimulés par les agonistes des TLRs -4, -2/6
(lipopolysaccharides et acides lipoteichoiques, respectivement) en diminuant la synthése du
composé antimicrobien NO et des cytokines pro-inflammatoires IL-13 et TNF-a. Cette
immunosuppression pourrait alors conduire a une susceptibilité plus accrue des porcs a des
infections opportunistes.

Au niveau du tractus intestinal, a I'’état basal, nous avons mis en évidence que le DON
comme la toxine T-2 induit une forte réponse inflammatoire innée associée a la stimulation
de la voie IL-17 en inhibant le développement des cellules T régulatrices. Des études
mécanistiques ont permis de déterminer que les cytokines associées a la voie IL-17 suite a
une exposition aux trichothécenes, sont produites par une des sous-populations de cellules T
innées, les cellules Tyé productrices d’IL-17.

La troisieme partie de ce travail a porté sur 'utilisation de la souche Lactobacillus sobrius
DSM 16698T dans le but de lutter contre les effets immunomodulateurs générés lors d’'une
exposition aux trichothécenes. Les résultats de ce travail ont montré que cette souche
bactérienne est capable de réduire les effets inflammatoires IL-17 et de rétablir les
parametres impliqués dans les fonctions de la barriere intestinale, suite a une exposition ex
vivo et in vivo au DON. En revanche, cette souche a peu d’effet contre la toxine T-2.
L’ensemble de ce travail de theése suggere donc qu’une exposition a de faibles doses de
trichothécenes pourrait accroitre la susceptibilité des animaux aux perturbations de nature
infectieuse ou inflammatoire.

Mot-clés : Déoxynivalénol, Toxine T-2, muqueuses respiratoire et intestinale, réponses
immunitaires, homéostasie, balance IL-17/Tregs, bactérie commensale, porc, maladies
inflammatoires intestinales.



RESUME

Abstract

Mycotoxins are fungi secondary metabolites that can contaminate a lot of environments
worldwild such as cereals, fruits, wallpapers, and compost heaps. Throughout this phD work,
we focused on two mycotoxins mainly produced by Fusarium species, both belonging to the
trichothecenes group: the deoxynivalenol (DON) and the T-2 toxin (T-2). The aims of this
study were to determine the effects of these two toxins on the immune response
implementation in respiratory and intestinal mucosa. Studies were performed on swine
being a target species of these contaminants and a model species for Humans. The results of
these works proved that these two mycotoxins can affect the immune response.

In the respiratory tract, a low dose of T-2 toxin alters the activation of the alveolar
macrophages when they are stimulated by the agonists of TLRs -4 and -2/6
(lipopolysaccharides and lipoteichoic acids, respectively). This alteration is due to the
decrease of the synthesis of the anti-microbial compound NO and the pro-inflammatory
cytokines such as IL-18 and TNF-a. This immunosuppression can induce the emergence of
opportunist infections in pig.

In the intestinal tract, in background level, we demonstrated that DON as well as T-2 toxin
induces a strong inflammatory immune response associated with stimulation of IL-17
pathway by inhibiting of the development of regulatory T cells. Mechanistic studies were
used to determine the production origin of the cytokin associated to the IL-17 pathway. This
cytokine is produced by one of the subpopulations of Tregs, the Tyé cells IL-17 producing
when exposed to trichothecenes.

The third part of this work was about the use of Lactobacillus sobrius DSM 16698T strain to
counteract the immunomodulatory effects induced after trichothecen exposure. The results
of this study showed that this bacterial strain is able to reduce IL-17 inflammatory effect and
is also able to re-etablish the parameters involved in the intestinal barrier functions in ex
vivo and in vivo response to DON. Nevertheless, this strain is less effective against the T-2
toxin.

Taken together, results of this phD suggest that an exposure to low doses of trichothecens
could be intensify the susceptibility of animal to infectious or inflammatory disease.

Key-words: Deoxynivalenol, T-2 toxin, respiratory and intestinal mucosa, immune responses,
homeostasis, IL-17/Tregs balance, commensal bacteria, pig, intestinal bowel disease.
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INTRODUCTION

Contexte de I’étude

La santé publique, la qualité et la sécurité sanitaire des aliments sont des
préoccupations majeures au niveau mondial, et notamment en France. Les mycotoxines,
sont des produits du métabolisme secondaire des champignons et sont distribuées de fagon
ubiquitaire. Leur présence peut étre a I'origine d’intoxication par voie digestive et aérienne.
L'organisation des Nations Unies pour I'alimentation et I'agriculture (FAO) estime que 25%
des récoltes mondiales sont contaminées par ces toxines (CAST, 2003). En France, les
conditions d’humidité et de température sont propices au développement des champignons
du genre Fusarium aussi bien au champ, sur les céréales (blé, mais, orge) que dans les
logements humides et mal ventilés (papiers peints, climatisation). Ces différents
environnements sont alors susceptibles d'étre contaminés par les principales mycotoxines
produites par ces champignons, a savoir le déoxynivalénol (DON), fusariotoxine la plus
fréquemment retrouvée en France ou la toxine T-2, mycotoxine la plus toxique du groupe
des trichothécenes. Il s’avere donc nécessaire de s’interroger sur les risques associés a leur
présence. De nombreux effets toxiques sont liés a la présence de ces mycotoxines allant des
effets cancérogénes, tératogenes aux actions immuno-modulatrices (AFSSA, 2009). Ces
toxines sont majoritairement considérées comme des contaminants alimentaires mais elles
peuvent également étre a 'origine de la contamination des voies respiratoires initiant ainsi
des effets toxiques indésirables sur la santé humaine et/ou animale. En effet, I'inhalation de
spores fongiques et d’éléments mycéliens contenant des mycotoxines émis en quantité dans
I’air entraine des pathologies respiratoires et cutanées telles que, l'inflammation non
spécifique des voies respiratoires, des dermatites, de I'asthme ou encore des mycoses
broncho-pulmonaires allergiques. D’aprées I'Institut Scientifique de la Santé Publique (ISSP) a
Bruxelles, la prévalence des allergies liées a la présence de moisissures atteint aux USA pres
de 20 a 30 % des sujets atopiques soit pres de 6% de la population totale.

L’hypothese de ces travaux est de savoir si des mycotoxines telles que le DON ou la
toxine T-2 peuvent altérer I'immunité des muqueuses (respiratoire ou intestinale) en
affectant les capacités fonctionnelles des cellules impliquées dans les mécanismes de
défense de I'hGte, les prédisposant ainsi de maniere plus aigiie au développement de
pathologies infectieuses (Li et al., 2007; Oswald and Comera, 1998; Vandenbroucke et al.,
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INTRODUCTION

2009). Ce projet a donc eu pour objectif d’étudier les effets du DON et de la toxine T-2 sur
les cellules immuno-compétentes (macrophages, cellules dendritiques, cellules épithéliales
et cellules T) présentes au niveau des tissus lymphoides associés aux muqueuses ou MALT

(mucosa-associated lymphoid tissue).

Avant d’exposer les résultats et les conclusions obtenus a I'issu de ce travail de these,
un rappel sera tout d’abord effectué sur les principaux acteurs immunitaires et les
mécanismes participant au maintien de ’lhoméostasie au sein des muqueuses de la sphere
respiratoire et digestive. Par la suite, ce travail bibliographique traitera des particularités des
deux mycotoxines d’intéréts et de leurs actions sur le systeme immunitaire, suivi par un bref
résumé des moyens de lutte actuellement disponibles pour diminuer la prévalence et les

effets toxiques de ces mycotoxines.
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Rappels bibliographiques

Chapitre 1 : Les réponses immunitaires des muqueuses

A. Maintien de 'homéostasie au sein des mugueuses

L’état d’homéostasie immunitaire réside en une délicate balance permettant le maintien
a bas bruit des réponses immunitaires innées et acquises lors d’agressions par les agents
pathogenes ou commensaux, les xénobiotiques. La réponse immunitaire dite innée est un
mécanisme de défense non spécifique contre les pathogenes caractérisés par une action
rapide et immédiate. A l'inverse, la réponse acquise se caractérise par une réponse
spécifique contre un agent reconnu comme étranger pour I'organisme (non-soi). Cette
réponse est plus efficace pour I'élimination des pathogénes du fait de sa spécificité
antigénique, mais nécessite un délai plus long pour se mettre en place (McGuinness et al.,

2003) (figure 1) .

Réponse immunitaire innée Réponse immunitaire acquise
Evolution Ancienne Moderne
(milliards d’années) (400 millions d’années)
Reconnaissance B PAMPs Spécifique d’'un antigéne
(lipides et carbohydrates communs)
) Coopération
Récepteurs Invariables Education Variables
Réarrangement non nécessaire Co-stimulation Réarrangement nécessaire
Non clonal Clonal
Distribution sur différents types cellulaires <:> Lymphocytes
Discrimination Parfaite Imparfaite: maladies auto-immunes,
des antigénes du allergies, rejet d’allogreffes
soi/ non-soi
Temps de mise Immédiate Retardée
en place
Mémoire NON oul

Figure 1 : Caractériques principales des réponses immunitaires innée et acquise selon McGuinness D.H.

et al. (2003)
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Parmi les cellules de la réponse innée, on peut répertorier les polynucléaires
(éosinophiles, basophiles, neutrophiles, mastocytes), les cellules natural killer (NK), les
cellules lymphoides innées (ILCs), les monocytes/macrophages ainsi qu’une sous-population
de cellules dendritiques (DCs) appelées DCs plasmacytoides (pDCs). Les macrophages et les
pDCs sont acteurs de la réponse immunitaire innée mais interviennent également dans la
réponse immunitaire acquise via leur capacité a présenter les antigenes aux lymphocytes T.
Le maintien d’un équilibre entre les réponses immunologiques innée et acquise est essentiel
pour l'organisme. Face a une agression ou un changement physiologique, cet équilibre
permet de controler les réponses immunitaires qui peuvent parfois devenir excessives et
déclencher un état pathologique. On appelle cette relative stabilité, I'homéostasie
immunitaire. De nombreux tissus, dont les muqueuses, sont soumis a ce contréle
homéostasique. Les muqueuses sont les premiéres structures au contact de I’'environnement
extérieur et sont les premieres cibles de toutes les perturbations. Elles doivent non
seulement assurer la défense de l'organisme face a différents types de pathogenes
(champignons, bactéries, virus) ou xénobiotiques (pesticides, mycotoxines...) mais ont
également pour réle de maintenir une tolérance vis-a-vis de la flore commensale. Le concept
de systeme immunitaire commun a toutes les muqueuses (CMIS Common Mucosal Immune
System) a été proposé dans les années 1970 du fait de leurs structures anatomiques
communes, leurs effecteurs identiques (notamment les IgA sécrétoires) et de la migration
des cellules entre les différents compartiments. A la fin du XX° siecle, une nouvelle
nomenclature a été adoptée, désignant ce systeme immunitaire par I'acronyme MALT :
muqueuses associées aux tissus lymphoides (Mucosa-associated lymphoid tissue). Il se
décompose en Bronchus-associated lymphoid tissue (BALT) (Holt et al., 2008) pour le tissu
associé a la voie respiratoire et en Gut-associated lymphoid tissue (GALT) (Fagarasan and

Honjo, 2003) pour les structures associées a l'intestin (Figure 2).
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Figure 3: Ontogéneése des cellules de I'immunité

Plus récemment, un réle dans lI'immunité a été attribué a des cellules immuno-
compétentes moins connues appelées cellules « barriéres » (ou échanges) dans I'organisme.
Elles sont présentes a la surface des muqueuses et en contact direct avec I’environnement.

Parmi elles, on compte les cellules épithéliales (Peaudecerf and Rocha, 2010).
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B. Les acteurs immunitaires présents dans les tissus associés aux

muqueuses

1. Les cellules épithéliales

Les cellules épithéliales constituent la premiere barriere physique contre les micro-
organismes pathogenes et/ou xénobiotiques. Différents mécanismes sont mis en ceuvre
pour lutter contre ces agressions. Les jonctions serrées intracellulaires empéchent la
diffusion de pathogenes ou de molécules au travers de I'épithélium (Van Itallie and
Anderson, 2006). La couche de mucus, produite par les cellules caliciformes (cellules de
Goblet) protege la surface de I'épithélium en séquestrant des peptides anti-microbiens, des
molécules cytoprotectives et des IgA sécrétoires. Enfin, la sécrétion de différents facteurs
tels que les cytokines et les chémokines (Goto and Ivanov, 2013) permet de recruter les
cellules immunitaires assurant ainsi la capture et I'élimination des éléments étrangers.
L'ensemble de ces fonctions explique leur role central dans l'initiation et la régulation de la
réponse immunitaire innée et adaptative au sein des muqueuses.

Les cellules épithéliales agissent sur différentes fonctions immunitaires a travers leurs
sécrétions. Leur capacité a sécréter des molécules inflammatoires comme les interleukines
(IL-) telles que P'IL-8, V'IL-1 alpha/beta (IL-1a/B), I'lIL-6 ou encore le TNF-a (tumor necrosis
factor alpha) leur permet d’attirer sur le site infectieux les partenaires cellulaires de
I'immunité en cas d’intrusion.

La sécrétion d’IL-8 (ou CXCL8) par les cellules épithéliales a été montré in vitro grace a de
nombreux modeles cellulaires humains utilisant des cellules issues de lignées épithéliales
alvéolaires (A549) ou intestinales (Caco2) (Kaza et al., 2010; Schuerer-Maly et al., 1994) mais
également chez d’autres especes, comme le porc avec l'utilisation de lignées alvéolaires
(NPTr) ou intestinales (IPEC-1) (Auger et al., 2009; Oswald, 2006). In vivo, I'lL-8 est une
cytokine chémo-attractante pouvant influencer la capacité de migration des neutrophiles au
niveau des organes enflammés (Pieper et al., 2013). Son rble a été décrit in vitro dans le
chémotactisme des lymphocytes T CD4" et CD8" provenant des lymphocytes T circulants
(Proud and Leigh, 2011). La famille de cytokine IL-1 comprendl'IL-1a et I'IL-1B. L’IL-1 est
impliquée dans l'inflammation locale. Elle est produite par les cellules épithéliales mais
également par de nombreux types cellulaires incluant les cellules T, les éosinophiles

(Krzesicki et al., 1997), les DCs (Ghanekar et al., 1996) et les macrophages (Brody and Durum,
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1989). In vitro, IL-1a stimule les macrophages mais induit également la prolifération des
cellules CD4, la production d’IL-2, la prolifération des cellules B matures et la sécrétion
d’'immunoglobulines (Ig). Le TNF-a a des fonctions trés similaires a L’IL-1. Il existe également
deux types de TNFs: le TNF-a et le TNF-B produit par les macrophages et les cellules T
activées respectivement. Le TNF-a est impliqué dans de nombreux processus biologiques
tels que I'activation et la croissance cellulaire mais intervient également dans la régulation
de I'apoptose. Les effets immédiats des cytokines IL-1 et TNF sont d’augmenter I'expression
des molécules d’adhésion des cellules endothéliales et de stimuler la production de
chémokines telles que I'lL-8 et I'IL-6 par les tissus (Feldmann and Saklatvala, 2004). L’IL-6 est
nécessaire en présence d’IL-1 et de TNF au recrutement des polynucléaires, macrophages et
DCs sur les sites enflammeés, induisant une production autocrine. L’IL-6 est également connu
pour étre un facteur majeur dans la différenciation des lymphocytes B et active ces derniers
afin de produire des Ig. L'IL-6 agit également sur les lymphocytes T en augmentant
I’expression du récepteur a I'lL-2 (CD25), facteur de survie de ces cellules (Kishimoto et al.,
1992).

Les cellules épithéliales ne sécretent pas seulement des cytokines pro-inflammatoires. En
effet, elles interviennent dans le recrutement, la maturation et les fonctions des
lymphocytes intra-épithéliaux majoritairement CD8" (IELs) (Figure 4A), dans l'induction de la
réponse IgA (Figure 4B), la régulation de I'homéostasie des cellules lymphoides innées
(Figure 4C) et peuvent moduler la différenciation des cellules T (Figure 4D) (Goto and lvanov,
2013; Kolls and Linden, 2004) (Figure 4).

Les cellules épithéliales sont distribuées sous forme de monocouche cellulaire et sont
localisées a proximité des IELs leur permettant d’interagir ensemble. Cette interaction
favorise la maturation des IELs et I'acquisition d’une activité cytotoxique aidant a élimination

les cellules épithéliales infectées ou endommagées (Goto and Ivanov, 2013) (Figure 4A).
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Figure 4: Cellules épithéliales et sécrétions pouvant influencer la réponse immunitaire (Goto and
Ivanov, 2013)

Les cellules épithéliales sont également impliquées dans I'induction de la réponse en IgA
(figure 4B). A travers la sécrétion de diverses chémokines de type CC telles que CCL20 (MIP-
3a) et CCL28, elles permettent respectivement le recrutement des cellules B et des cellules
plasmacytoides. CCL20 est une chémokine majoritairement produite en réponse a des
stimuli pro-inflammatoires (IL-1a/B, TNF-a...) (Reibman et al., 2003). Elle se lie au récepteur
CCR6 localisé sur les lymphocytes B, macrophages, DCs et ILCs permettant leur recrutement
et une initiation efficace des réponses immunitaires (McDonald et al., 2007; Sonnenberg et
al.,, 2011). Cette chémokine est également produite par les lymphocytes Th17 humains
(Wilson et al., 2007). Les cellules épithéliales induisent aussi la production de BAFF (B-cells
activating factor) et APRIL (A proliferation-inducing ligand). BAFF et APRIL sont des cytokines
appartenant toutes les deux a la famille des ligands du TNF (Moore et al., 1999; Ng et al.,

2005). BAFF est également appelé lymphocyte B stimulator (BLyS). Sa fonction principale est
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d’intervenir dans les processus de prolifération, de différenciation, de maturation et de
survie des lymphocytes B (Batten et al., 2000; Schneider et al., 1999; Sutherland et al., 2006).
APRIL a des fonctions similaires (Mackay and Ambrose, 2003). Des souris déficientes pour
APRIL montrent un niveau basal en IgA diminué dans le sérum et un nombre de cellules T
effectrices augmenté (Castigli et al., 2004). APRIL joue un réle dans la permutation de classe
des Ig en IgA (Litinskiy et al., 2002). Une production excessive de BAFF peut étre a |'origine
de l'induction de maladie auto-immune chez la souris (Khare et al.,, 2000; Mackay et al.,
1999). Les cytokines BAFF et APRIL sont sécrétées par de nombreux types cellulaires incluant
les cellules épithéliales mais également les monocytes/macrophages, les cellules
dendritiques ainsi que les cellules B et T (Ng et al., 2005). De plus, en réponse aux cytokines
pro-inflammatoires, de nombreuses cellules immunitaires augmentent I'expression de BAFF
et APRIL dans le but de faciliter les réponses induites par les cellules B et T. C'est pourquoi
BAFF et APRIL peuvent jouer un lien crucial entre les réponses immunitaires innées et
adaptatives. TSLP (thymic stromal lymphopoetin) est une cytokine également produite par
les cellules épithéliales. Elle est exprimée au niveau pulmonaire mais également de fagon
constitutive au niveau de lintestin. Au niveau pulmonaire, I'expression de TSLP est
augmentée chez les sujets asthmatiques et corrélée avec les symptdmes d’asthme sévere
(Ying et al., 2005). En effet, TSLP joue un role dans la sensibilisation des voies respiratoires
aux allergenes et permet aux DCs d’initier la différenciation des cellules T naives en Th2
(Huston and Liu, 2006). TSLP est donc impliquée dans le maintien d’une réponse contrélée
des cellules immunitaires. Au niveau intestinal, Saenz et ses collegues (2008) montrent que
I'expression de TSLP induit la capacité des DCs a inhiber la sécrétion d’IL-12, le
développement des lymphocytes T régulatrices (Tregs) et favorise la mise en place d’une
réponse Th2 (Saenz et al., 2008; Ziegler and Artis, 2010). De plus, il a été montré que la
présence de TSLP augmentait I'expression de FoxP3, marqueur spécifique des cellules Tregs.
La présence de ce facteur sur des cultures de thymocytes favoriserait leur différenciation en
cellules de phénotype CD4'CD25"FoxP3" caractéristique des Tregs (Jiang et al., 2006; Lee et
al., 2008). Cependant, TSLP, bien qu’elle soit non essentielle au développement des Tregs
semblerait étre aussi une cytokine importante pour limiter la production de cytokines pro-
inflammatoires (Rimoldi et al., 2005). TSLP agit également sur les DCs de la lamina propria
afin qu”elles induisent la sécrétion d’APRIL. Ainsi la combinaison de I'ensemble de ces

cytokines permet l'initiation de la réponse en IgA (Figure 4B). CX3CL1 ou fractalkine
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appartient a une autre famille de chémokine : CX3C. Il est important de noter que cette
chémokine est indispensable au recrutement des Iymphocytes T, NKT et
monocytes/macrophages qui expriment a leur surface leur récepteur CX3CR1. Au niveau
pulmonaire, Rimaniol et al. (2003) observent une expression sur les cellules épithéliales de
CX3CL1 largement augmentée apres un épisode asthmatique (Rimaniol et al., 2003). De plus,
le niveau d’expression de cette chémokine mesuré dans les lavages broncho-alvéolaires de
ces patients montre une corrélation positive entre les maladies inflammatoires et la
fréquence des cellules mononucléées (Fujimoto et al., 2001). Au niveau intestinal, Nicoletti
et al. (2010) montrent que CX3CR1 permet la migration trans-épithéliale des DCs (Nicoletti
et al., 2010). Les DCs et les macrophages CX3CR1+ de la lamina propria ont la capacité
d’allonger leurs dendrites entre les cellules épithéliales pour capter les éléments présents
dans la lumiére intestinale (Farache et al., 2013). Cette interaction CX3CR1-CX3CL1 induit la
production de cytokines anti-inflammatoires tel que I'IL-10 et supprime la réponse
inflammatoire (Goto and Ivanov, 2013) (Figure 4C).

Enfin, les cellules épithéliales interviennent dans un dernier mécanisme essentiel : le
maintien de I’homéostasie mucosale grace a leur réle sur les cellules T. Elles peuvent, en
effet, moduler la différenciation des lymphocytes T naifs en différents types de
lymphocytes : les lymphocytes T helper (Th) de type 1 ou Thl, Th2, Th17 ainsi que les
lymphocytes T régulatrices (Tregs). En effet, les cellules épithéliales ont la capacité de
sécréter des facteurs informant les DCs de l'intrusion d’'un danger, qui a leur tour vont
développer une réponse immunitaire adéquate, en induisant la différenciation des cellules T
naifs en lymphocytes Th au sein des tissus lymphoides. Ainsi, la voie Thl est médiée par la
sécrétion d’IL-12 produite par les DCs matures, alors que les cellules épithéliales a travers
leur sécrétion de TSLP augmentent la sécrétion d’IL-10 par les DCs conduisant a I'induction
de la voie Th2. Les cellules épithéliales ont également la capacité de produire de I'lL-6 et de
I'lL-23 et ainsi de favoriser la différenciation des cellules T naives en Th17. Les épithélia qu’ils
soient alvéolaires ou intestinaux sont des sources majeures de facteurs de croissance et
produisent le transforming growth factor-beta ou TGF-B. Celui-ci est impliqué dans des
processus physiologiques essentiels comme le développement embryonnaire, la réparation
tissulaire, la différenciation et le contrble de la croissance cellulaire (Roberts, 1998). Ce
facteur joue également un réle important dans le maintien des fonctions immunitaires. En

effet, les souris mutées pour un des isotypes du TGF-B meurent de nécrose tissulaire et
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d’une réponse inflammatoire généralisée, quelques semaines apres la naissance (Roberts,
1998). Dans ce contexte, le TGF-B a non seulement une action anti-proliférative sur les
lymphocytes T et les thymocytes mais il controle aussi leur différenciation et leur activation.
Par conséquent, la différenciation des cellules T naives en cellules Th17 ou Tregs nécessite la
présence de cette cytokine, facteur clé de la régulation de la balance inflammatoire au
niveau des muqueuses. De plus, les épithéliums muqueux ont la particularité de sécréter de
I'acide rétinoique (RA). En effet, les cellules épithéliales intestinales ou pulmonaires comme
d’autres types cellulaires tels que les hépatocytes, les spermatozoides et les cellules
immunitaires (DCs et macrophages) expriment des enzymes telles que les rétinaldéhydes
déshydrogénases 1 et 2 (RALDH-1 et 2) capables de convertir la vitamine A en acide
rétinoique (RA) (Zhai et al., 2001). Au niveau intestinal par exemple, I'acide rétinoique (RA)
joue un réle majeur dans I'expression des récepteurs de domiciliation (intégrines) telles que
a4B7 et CCRI sur les lymphocytes B et T. Le RA est également connu pour étre un facteur
favorisant le développement des Tregs. A linverse, le RA a la capacité d’inhiber le
développement des cellules Thl7 en présence d’'IL-6 et de TGF-B. De plus, le RA peut
indirectement augmenter I'induction de FoxP3 induite par le TGF-B a travers une régulation
directe du récepteur a I'lL-2. Le RA a la capacité de diminuer I'expression du retinoic acid
receptor-related orphean receptor (ROR)yt, facteur de transcription déterminant dans le
développement des cellules Th17 et induit I’expression de FoxP3 (Forkhead-box protein 3),
facteur de transcription impliqué dans le développement des cellules Tregs (figure 4D) (Goto
and Ivanov, 2013).

A I’heure actuelle, de nombreux modeles de cellules épithéliales issues aussi bien des
mugqueuses respiratoires qu’intestinales, chez 'homme comme chez les animaux, sont
utilisés comme modele in vitro pour comprendre I'implication de ce type cellulaire dans les
diverses fonctions biologiques décrites ci-dessus. Parmi elles, des lignées de cellules
épithéliales alvéolaires ou intestinales d’origine humaine respectivement A549 et Caco2 ou
d’origine murine telles que les cellules épithéliales alvéolaires (MLE12) ou intestinales
(MODE-K et IEC4) ont été développées. Il existe également des modeles de cellules
épithéliales disponibles chez le porc. L'utilisation de cellules épithéliales alvéolaires primaires
de porc ou des lignées de cellules épithéliales intestinales d’origine porcine telles que la
lignée IPEC-1 ou IPEC-J2 sont largement décrites. L'utilisation de ces lignées permet de

mieux comprendre les effets des toxiques sur la barriere épithéliale et le role des cellules
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épithéliales sur l'initiation d’une réponse immunitaire (Gonzalez-Vallina et al., 1996; Pinton

et al., 2010; Pinton et al., 2009).

Au cours de ce travail de these, les effets d’une exposition a deux mycotoxines, DON

et toxine T-2 (molécules détaillées dans le Chapitre 2) sur ces cellules épithéliales ont été

étudiés a travers I'analyse de la production de ces divers facteurs, regroupés dans le tableau

1.

Facteurs sécrétés par
les cellules épithéliales

Implication dans les réponses immunitaires

Autres types cellulaires
produisant ces facteurs

Références

(Feldmann and

IL-1B, TNF- a Action pro-inflammatoire et contribue a la différenciation des Th17 3\
Saklatvala, 2004)
. . . . s (Krzesicki et al., 1997)
IL-1a Action pro-inflammatoire = recrutement des cellules immunitaires
Cs, macrophages, LT, NKT, polynucléaires) (Brody:and Burum, 1999)
(DCs, phages, LT, » poly , > (Ghanekar et al., 1996)
Macrophages et DCs
TSLP Sensibilisation des voies respiratoires aux allergénes, initiation des (H;m" e:"dl L:'(;:;’_os)
DCs a la différenciation des T naives en Th2, augmente I'expression e o0,
de FoxP3 et la différenciation des Tregs )
0
o)
.E IL-10 Action anti-inflammatoire et participe en combinaison avec TGF-Ba  |macrophages, DCs, Th17, Tregs
o la différenciation des Tregs
et
>
(6] TGF-B Controle I'activation et la différenciation des cellules Tregs et Th17 macrophages, DCs, Tregs
IL-6 Participe en combinaison avec TGF-B & la différenciation des Th17 Menocytes/macrophages, DCs,
mast cells, LB et T, cellules
BAFF Intervient dans la prolifération, différenciation, maturation et survie des LB|  tumorales, kératinocytes (Batten et al., 2000;
Schneider et al., 1999)
APRIL Fonction similaire & BAFF et intervient dans le changement de classe des IgA (Litinskiy et al., 2002)
g , . " (Proud and Leigh, 2011)
2 | cxcLs8oulL-8 Chémoattractante pour les PNN et lymphocytes TCD4* T CD8
é A (McDonald et al., 2007;
£ CCL20 Chémoattractante pour les lymphocytes B et T CCR6* Macrophages et DCs
‘O Sonnenberg et al., 2011)
< CX3CL1 Recrutement des cellules mononuclées CX3CR1* (DCs, macrophages, N
O cellules T, cellules NKT) (Fuimoto etal, 2001)
! (Farache et al., 2013)
o
3 Acide rétinoique Cofacteur des Tregs, inhibition de la différenciation des Th17 Cellules épithéliales intestinales

Tableau 1: Cytokines produites par les cellules épithéliales et leurs implications dans les réponses immunitaires

2. Les cellules présentatrices de I’'antigene (CPA)

Les cellules présentatrices de I'antigéne (CPA) regroupent les macrophages et les

cellules dendritiques, ces deux derniers types cellulaires étant considérés comme CPA

professionnelles de I'organisme. D’origine myéloide ou lymphoide, les CPAs permettent

d’établir un lien entre la réponse immunitaire innée et la réponse immunitaire acquise. Elles
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jouent un role central dans les processus d’activation et de présentation des antigénes aux
J

cellules T impliquées dans I'élimination efficace des agents pathogénes.

2.1. Ontogénese des cellules présentatrices de I'antigene (CPA)

L'ensemble des CPAs dérivent de cellules souches hématopoiétiques pluripotentes. Ces
dernieres vont donner naissance a des cellules souches myéloides appelées CFU-GEMM
(Colony-Forming Unit-Granulocyte, Erythrocyte, Monocyte/macrophage, Megakaryocyte) a
partir desquelles se différencieront les monocytes/macrophages ou les cellules dendritiques
(DCs) (figure 5). Les progéniteurs CFU-GEMM se différencient en monocytes sous l'influence
de divers facteurs environnementaux tels que I'lL-3, le GM-CSF (Granolocyte-Macrophage
Colony Stimulating Factor) et le M-CSF (Monocyte-Colony Stimuling Factor) (Bugarski et al.,
2007). Au cours de cette différenciation, ces monocytes acquiérent de nouveaux récepteurs
membranaires notamment le MHCIl (Complexe Majeur d’Histocompatilité de classe ), le
CD11a/b/c (récepteurs d’intégrines), le CD14 (élément nécessaire a la reconnaissance de
motif bactérien), le CD16 (récepteur du fragment Fc des Ig) et les récepteurs du complément.
L'expression de ces éléments permet leur identification phénotypique. Les macrophages
constituent les cellules issues de la différenciation terminale des monocytes qui a lieu dans
les tissus. Les précurseurs CFU-M sont également a I'origine du développement des cellules

dendritiques.
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Figure 5: Ontogéneése des cellules présentatrices de I'antigéne (CPAs)

Le progéniteur des cellules dendritiques, appelé DCP (common-Dendritic Cell
Progenitor) génére des cellules dendritiques myéloides ou classiques (cDCs) et des cellules
dendritiques plasmacytoides (pDCs) dont les particularités phénotypiques et fonctionnelles

seront détaillées ci-apres (cf : 2.3).

2.2. Les macrophages

2.2.1. Localisation et phénotype

Les macrophages sont localisés au niveau des tissus et a des endroits stratégiques
dans l'organisme, au sein des muqueuses pouvant faire I'objet d’invasion par des
pathogenes. Selon leur environnement cytokinique, les fonctions et le phénotype des
macrophages sont trés hétérogénes (Gordon and Taylor, 2005). Ainsi, on distingue différents
types de macrophages : les cellules de Kupffer dans le foie, les macrophages alvéolaires dans
les poumons, les histiocytes dans les tissus conjonctifs, les ostéoclastes dans les os, les

microglies dans le systeme nerveux central, les cellules mésangiales dans les glomérules
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rénaux et les macrophages intestinaux au niveau du tractus gastro-intestinal (Taylor et al.,
2005).

Chez 'homme comme chez la souris ou le porc, les monocytes/macrophages, les
granulocytes et les DCs expriment les marqueurs caractéristiques de la lignée myéloide tels
que le CD172a ou le CD14. Le CD14 appartient a un complexe moléculaire intégrant le TLR4
et permet la reconnaissance du LPS des bactéries Gram- et de sa protéine de liaison, la LPB
(LPS-Binding Protein). Chez le porc, les monocytes expriment fortement le CD14 ce qui les
différencient des macrophages qui I'expriment faiblement (Gordon and Taylor, 2005). Le
CD172a ou SIRPa également appelé SWC3 dans l'espéce porcine (Swine Cluster of
Differentiation Workshop 3) est exprimé tres tot par les précurseurs des cellules myéloides
et est maintenu tout au long de leur différenciation. Il est présent sur les
monocytes/macrophages mais également sur les granulocytes et les cellules dendritiques
(Chamorro et al.,, 2005; Ezquerra et al., 2009). Il existe d’autres marqueurs de la lignée
myéloide notamment le CD11, qui appartient a la famille des récepteurs aux intégrines. Chez
'Homme, le CD11b est exprimé aussi bien par les monocytes sanguins que par les
macrophages alvéolaires. Chez le porc, quatre types de CD11 ont été décrits, le CD11a, b, c
et d. Contrairement a 'Homme, le CD11b n’est pas exprimé sur les monocytes sanguins
porcins et les macrophages alvéolaires, mais est présent sur les granulocytes et sur quelques
sous-populations de DCs (Ezquerra et al., 2009).

Chez 'Homme, la différenciation des monocytes en macrophages passe par une
augmentation de certains marqueurs représentatifs de leur maturation : le MHCII et CD16
(FcRIII des 1g) et une diminution de I'expression de CD32 (FcRIl des Ig). De plus, le CD203a
chez 'Homme (homologue du SWC9 dans |'espéce porcine) a été utilisé dans I'étude de la
différenciation des monocytes en macrophages. Le marqueur SWC9 est surexprimé au cours
de la différenciation des monocytes en macrophages, en particulier sur les macrophages
alvéolaires et les cellules de Kupffer (McCullough et al., 1999; McCullough et al., 1997). Le
marqueur SWC1, marqueur spécifique a I'espéce porcine, est exprimé sur les lymphocytes T,
les monocytes et les granulocytes. En revanche, il n’est pas exprimé sur la population de
macrophages. Le couplage des marqueurs SWC1 et SWC9 peut alors étre utilisé pour
différencier un monocyte d’un macrophage, les monocytes sanguins étant SWC9'SWC1%,

alors que les macrophages présentent le phénotype SWC9*'SWC1".
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L’expression du CD163 chez I'Homme augmente lors de la différenciation des
monocytes en macrophages. Ainsi, la présence de CD163 soluble dans le sérum est un
indicateur de I’activation macrophagique. Chez le porc, le marqueur CD163 a été crucial pour
I’étude de I'hétérogénéité phénotypique des monocytes et des macrophages, et constitue
un marqueur de différenciation (Hiraoka et al., 2005).

Cependant, comme énoncé précédemment, le phénotype macrophagique dépend
également du tissu dans lequel il se trouve. Ainsi, les macrophages du foie ou cellules de
Kupffer expriment fortement les récepteurs au facteur 3 du complément (RC3), les
récepteurs de phagocytose et le CD11b. En revanche, elles expriment peu le CD14 et le
MHCII. Les macrophages alvéolaires quant a eux expriment plus fortement le récepteur
CD14, le récepteur au TNF-a et le MHCIl mais faiblement le marqueur CD11lb et les
récepteurs au complément (Laskin et al., 2001; Stout and Suttles, 2004). Le phénotype de
ces deux types macrophagiques different également par rapport au phénotype des
macrophages différenciés a partir des monocytes sanguins. Ces derniers expriment tres
fortement le CD14, le CD68, SWC3, CD11c, CD163 et le SWC9 mais faiblement les récepteurs
MHCII et CD11b et perdent I'expression de SWC1 suite a la différenciation des monocytes en
macrophages (Chamorro et al.,, 2005; Ezquerra et al., 2009; Gordon and Taylor, 2005;
Guillemin and Brew, 2004; Stout and Suttles, 2004). Au niveau intestinal, les macrophages
résidents murins sont caractérisés par I'expression d’intégrines a leur surface, a savoir
CD11c™", CD11b* mais aussi et exclusivement par des niveaux d’expressions élevés du
CX3CR1 (Jung et al., 2000).

En résumé, les différences phénotypiques des macrophages en fonction de leur

localisation sont décrites dans le tableau 2.
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Macrophages DCs
CPAs phag Références
Phénotype Intestin Poumon Intestin Poumon
Marqueurs myéloides
low (P), + (H) low (P), + (H) low (P), + (H) low (P), + (H) (Gordon and Taylor, 2005)
CD14
. . . . (Chamorro et al., 2005)
SWC3A High (P)(H)(S) High (P)(H)(S) High (P)(H)(S) High (P)(H)(S) (Ezquerra et al., 2009)
(SIRP-a ou CD172A) (van Rijt et al., 2005)
Marqueurs de maturation (Laskin et al., 2001)
MHC Il +(P), ++ (H) +(P), ++ (H) + (P), ++ (H) + (), ++ (H)
CD16 +(P), + (H) +(P), + (H) +(P), + (H) +(P), + (H) (Stout and Suttles, 2004)
T mtégrines | [T
CDl1la ++ (H) ++ (H) ++ (H) ++ (H) (Ezquerra et al., 2009)
CD11b + (P)(H)(S) -(P) ~ High () - (S), + (H) (Plantinga et al., 2010)
CDh1lc High (P), +(H)(S) High (P), +(H)(S) Highlow (P), +/-(H) | High/low (P), +/-(H) | (Summerfield and McCullough, 2009)
CD103 (aEB7) +(S) ND +(S) +(S) (Scott et al., 2011)
Récepteur aux chémokines . . +(H
CX3CR1 High (H) +(H) High (H), + (S) *H) (Gung et al., 2000)
CCR6 +(H) +(H) +(H) +(H) (van Rift et al., 2005)
T aues [T
. (Hiraoka et al., 2005)
CD163 High (P), + (H) High (P), + (H) ND ND
SWC9 ND ND ND ND ( McCullough et al., 1997)
SWC1 ND ND ND ND (McCullough et al., 1999)

Tableau 2: Comparaison phénotypique entre macrophages et DCs en fonction de leur localisation tissulaire (intestin et

poumon) selon les différentes espéces : homme (H), souris (S) et porc (P)

2.2.2. Fonctions des macrophages

Du fait de leur large éventail de récepteurs, les macrophages sont doués de multiples

fonctions : ils sont mobiles, adhérents, capables de capturer et phagocyter les pathogenes

mais également les polynucléaires neutrophiles apoptotiques, les cellules mortes et les

débris cellulaires, favorisant ainsi la résolution des processus inflammatoires et le retour a

I’'hnoméostasie (Ezquerra et al., 2009).

lls sont également doués d’action microbicide dépendante de I'oxygene. Cette

derniere fait intervenir deux systemes enzymatiques principaux, la NADPH oxydase et la NO

synthase générant respectivement I'anion superoxyde 02 et le monoxyde d’azote NO

composés extrémement toxiques pour les bactéries, les parasites intracellulaires et les

cellules tumorales. La myélopéroxydase, autre enzyme active contre certaines bactéries

telles qu’E. coli et L. acidophilus, est aussi présente dans les monocytes. Néanmoins elle

disparait progressivement lors de la maturation macrophagique.

32




INTRODUCTION

La sécrétion macrophagique est trés diversifiée. Ces cellules sont capables de
déverser dans le milieu extérieur, lysozyme, élastase, collagénase, mais également différents
facteurs tels que des cytokines pro-inflammatoires I'lL1-B, IFN-a/B, TNF-a, en grande
guantité (environ 10 a 100 fois plus que les polynucléaires neutrophiles), des métabolites
issus de I'acide arachidonique (prostaglandines, leucotriénes), des facteurs de croissance et
de différenciation en monocytes/macrophages tels que le GM-CSF ou le M-CSF. Rivollier et al.
(2012) ont récemment montré que les macrophages intestinaux CX3CR1" résidents
produisent des cytokines pro-inflammatoires (IL-6, IL-1, TNF-a) (Rivollier et al., 2012).

La fonctionnalité des macrophages dépend du milieu dans lequel ils se trouvent. C’est
pourquoi certaines cytokines (IFN-y et TNF-a ou IL-4), chémokines, agonistes adrénergiques
ou cholinergiques, acides gras, hormones ou immunoglobulines présentes dans
I’environnement proche des macrophages peuvent moduler leur fonction et leur
caractéristique phénotypique (Stout and Suttles, 2004). En fonction de la nature de leur
milieu, les macrophages dérivés des monocytes dans le foyer inflammatoire se polarisent en
deux sous-populations: sous l'influence de I'lFNy, les macrophages sécretent des quantités
trés importantes de cytokines pro-inflammatoires (IL-13, TNF-a). Ces macrophages sont alors
capables d’éliminer les bactéries qu’ils hébergent. Alors que sous l'influence de I'lL-4 et I'IL-
13, les macrophages produisent des cytokines anti-inflammatoires. De récentes publications
font état du caractere versatile et plastique des macrophages leur permettant d’adapter la
réponse inflammatoire a leur environnement. Chez la souris, il est décrit deux types de
macrophages : la population dite « M1 » et la population dite « M2 ». Ainsi les cytokines de
type Thi, telles que IFN-y, IL-1B ou le motif bactérien lipopolysaccharide (LPS), induisent un
état d’activation des macrophages dit « classique » ou M1. Les macrophages M1 sont des
cellules effectrices qui détruisent les microorganismes et produisent principalement des
cytokines pro-inflammatoires, telles que le TNFa, I'lL-6 et I'lL-12. En revanche, les cytokines
Th2, telles que l'lL-4 et I'lL-13 induisent une activation « alternative » ou M2 des
macrophages (Gordon, 2003). Les macrophages M2 présentent des propriétés anti-
inflammatoires car ils produisent des facteurs tels que I'lL-10, le TGF-B et I'antagoniste du
récepteur a IL-1B (IL-1Ra). Les macrophages M2 sont également impliqués dans
I’'angiogenése et ont des capacités de réparation et de remodelage du tissu endommagé.

Les macrophages sont impliqués dans les réponses immunitaires notamment par le

biais de la multitude de récepteurs présents a leur surface. Ces derniers sont capables de
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reconnaitre un large éventail de pathogenes appelés PAMPs pour « pathogen-associated
molecular pattern ». Parmi ces récepteurs, on compte les PRRs pour « pattern-recognition
receptors » qui comprennent les NLRs, et I'une des familles de PRR la plus connue et étudiée
aujourd’hui : les TLRs (Toll-like receptors) qui sont exprimés de fagon constitutive sur les
macrophages. La localisation des TLRs mais également leurs fonctions seront abordées plus
en détail dans le paragraphe 2.4.

Les macrophages, de par la présence sur leur membrane de récepteurs pour le
complément (RC3) et pour le fragment Fc des immunoglobulines vont pouvoir adhérer aux
cellules cibles infectées (Gordon, 1998). Les macrophages peuvent alors réaliser la
phagocytose. lls émettent des pseudopodes qui entourent la particule a phagocyter et
I'englobent. On assiste alors a la création d'une vésicule appelée phagosome dans laquelle
viennent se déverser des lysosomes. La digestion est alors sous la dépendance de
I'équipement enzymatique (estérases, phosphatases, peroxydases, catalases).

Une de leur action principale repose sur leur role pivot dans la présentation des
antigenes aux cellules T effectrices. Au niveau intestinal, ces macrophages ont un role
conséquent dans le maintien de I’homéostasie. En effet, I'équipe de Farache et al. (2013) a
pu montrer, chez la souris, une activité plus intense de captation de I'ovalbumine présente
dans le lumen par ces populations cellulaires via l'utilisation de leurs dendrites trans-
épithéliales (TED) en comparaison aux DCs CD103'CD11b* (Farache et al., 2013). Par ce
mécanisme actif, les macrophages intestinaux sont donc des éléments non négligeables dans
la présentation des antigénes aux cellules T naives et leur voie de différenciation. Selon
Denning et al. (2007), in vitro les macrophages CX3CR1" ont la capacité de différencier des
cellules T CD4" naives en LT régulateurs FoxP3" (Denning et al., 2007). De plus, les
macrophages intestinaux ont un réle critique dans le maintien de I’expression de FoxP3 et de
I'activité suppressive des Tregs durant les colites (Murai et al., 2009). MIF (Macrophage
migration inhibitory factor) est une cytokine exprimée de fagon constitutive dans l'intestin et
le colon par les cellules épithéliales, les macrophages ou encore les neurones entériques
(Maaser and Kagnoff, 2002). Cette cytokine s’avere étre un facteur inflammatoire important.
En effet, MIF stimule la production de TNF-a et d’IL-1B et inhibe la production de
glucocorticoides limitant la mise en place des voies anti-inflammatoires. L’'ensemble de ces

deux mécanismes potentialise 'apparition et le maintien des colites (Ohkawara et al., 2005).
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2.3.Les cellules dendritiques (DCs)

Les cellules dendritiques (DCs) sont considérées comme les cellules sentinelles de
I’organisme vis-a-vis de l'intrusion de micro-organismes. Les DCs peuvent étre sous deux
états, immatures ou matures. A I'état immature, on les retrouve localisées au niveau des
portes d’entrée empruntées par les pathogenes. Elles repérent les agents infectieux, les
ingerent et relachent des signaux biochimiques afin d’alerter et d’attirer sur le lieu de
I'infection les cellules de la premiére ligne de défense de I'organisme (polynucléaires
neutrophiles, cellules NK, monocytes/macrophages). Une fois l'intrus digéré, les DCs
exposent a leur surface des fragments du pathogene : les peptides antigéniques. Elles
migrent alors via les vaisseaux lymphatiques jusqu’aux organes lymphoides secondaires (rate,
ganglions lymphatiques, mésentériques). Au cours de cette migration, elles acquiérent de
nouveaux récepteurs et de nouvelles fonctions devenant ainsi des DCs matures. Elles
possedent alors la capacité de présenter ces antigénes aux lymphocytes T et B. Ces
lymphocytes T et B spécifiques de I'antigéne, acteurs de la réponse immunitaire acquise

migreront a leur tour vers le site de I'infection pour assurer efficacement son éradication

(figure 6).
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Figure 6: Principaux changements morphologiques, phénotypiques et fonctionnels au cours de la maturation des

cellules dendritiques
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Les DCs expriment des molécules de costimulation et de maturation tels que CD80/86 et
le MHCII et disposent ainsi de toutes les caractéristiques nécessaires pour I'activation des
lymphocytes T CD4" et CD8". On distingue deux grands types de DCs. Les DCs myéloides ou

low

conventionnelles (cDCs), (de phénotype CD11c'CD123 chez 'Homme), sont capables
d’appréter et de présenter les antigenes mais aussi de secréter de grandes quantités
d’interleukine-12 (IL-12).

Les DCs plasmacytoides (pDCs) (de phénotype CD11c'CD123"e"

chez 'Homme), doivent
leur nom a leur ressemblance morphologique avec des plasmocytes. A I'origine, elles étaient
appelées «cellules productrices d’interféron (IFN)» ou NIPCs du fait de leur capacité a
produire de grandes quantités d’IFN de type | aprés activation. Ce paralléle cDCs/pDCs est
également retrouvé chez la souris et dans |I'espece porcine aussi bien au niveau pulmonaire
gu’au niveau intestinal. Chez la souris comme chez le porc, les cDCs expriment fortement le
CD11c alors que les pDCs expriment trés peu ce marqueur (Plantinga et al.,, 2010;
Summerfield and McCullough, 2009). Cependant, il existe des sous-populations de cDCs
basées notamment sur I’expression du marqueur myéloide CD11b. Chez la souris, la majorité
des cDCs retrouvées au niveau des voies respiratoires sont CD11b™ et expriment I'intégrine
CD103" (aEB7) (GeurtsvanKessel et al., 2008) alors que dans la lamina propria les cDCs
expriment fortement CD11b, pour certaines CX3CR1 ou encore la molécule SIRPa appelée
aussi CD172A ou SWC3A (van Rijt et al., 2005). La présence de nombreux macrophages

heh au niveau alvéolaire rend leur

présentant les mémes marqueurs tel que CD1llc
identification précise difficile (Plantinga et al., 2010). Chez le porc, les pDCs sont identifiées
comme CD4"8"CcD172A"°" (Summerfield and McCullough, 2009).

La population majoritaire de DCs dans le petit intestin est constituée par les cDCs
CD11c¢'CD103°CD11b". Elles ont la capacité de présenter I'antigéne aux cellules T naives
(Farache et al., 2013). La présence de ces DCs CD103" semble maintenir un état
d’homéostasie en réponse aux inflammations chroniques grace a la sécrétion de facteurs
régulateurs tels que TGF-B, TSPL ou RA induisant la différenciation des cellules T naives en
Tregs (Scott et al., 2011) (tableau 2).

Les principales cytokines et chimiokines chémo-attractives pour les DCs sont le GM-CSF
(Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor), le MIP-3a (Macrophage Inflammatory

Protein-3a), le CCL20 et le CX3CL1. Ces facteurs sont produits principalement par les tissus

enflammeés (les épithéliums) ou néoplasiques.
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Les populations de macrophages et de cellules dendritiques sont tres efficaces dans
I’élimination et la présentation des antigénes, car elle posséde la capacité de reconnaitre un
large panel de motifs antigéniques issus de divers pathogenes (bactéries, virus, parasites...)
aussi appelés PAMPs (Pathogen-associated molecular pattern). Cette reconnaissance
s’effectue via la présence d’une importante diversité de récepteurs membranaires appelés
PRRs (Pattern Recognising Receptors), regroupant les NOD-like receptors (NLRs), les RIG-I-
like receptors (RLRs), les C-type Lectin receptors (CLRs) et les plus connus les Toll-like

receptors (TLRs) (Tessarz and Cerwenka, 2008).

2.4. Les récepteurs toll-like (TLRs)

2.4.1. Description générale et expression tissulaire

Découvert en 1996 chez la drosophile, la premiere fonction des TLRs a été mise en
évidence dans la réponse immunitaire antifongique (Lemaitre et al., 1996). L’homologue de
ces récepteurs a été découvert chez les mammiféeres en 1997 (Medzhitov et al., 1997).

Les TLRs peuvent reconnaitre de nombreux motifs d’origine bactérienne, fongique, virale
ou certains antigenes de I’h6te (par exemple Heat-shock portein ou fibrinogéne) (Tableau 3).
Aujourd’hui, dix TLRs différents ont été décrits chez ’'homme (TLR1-10) et 12 chez la souris
(TLR1-9 et TLR11-13) (O'Neill, 2006). Retrouvés sur de nombreux types cellulaires, les TLRs

sont exprimés préférentiellement par les DCs et les macrophages (Figure 7).

TLR1,2,4,5,6

TLR1. 2, 9,10 TLR 1,2,?.
6,10 ] 46,7
8,9,10
TLR1,2,4 w 2
,{“:"‘- N = TLR1.2.6, 10
r, ‘-“
TLR1,2 ; ;
4.5 ’__ .
o TLR1,2,4,5
¥ | 6,9, 1
TLR1,2 i N
B cell FeEls
N 9,10
- ' LAY
TLR1,. 4.8 13
7.9.10
TLR1, 6, R1. 4

Finga TLA, 4,6,

Bacterial 810

Viral

10 TLR1,3,4

Figure 7: Expression des TLRs en fonction du type cellulaire
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Quelle que soit leur origine, ce sont des récepteurs glycoprotéiques transmembranaires
tres conservés au cours de |'évolution et associés en homo- ou hétérodimere. Leur domaine
extracellulaire contient 19 a 25 résidus de leucine appelé motif LRR pour répétition riche en
leucine (leucine-rich repeat). Chacun de ces motifs est couplé a une chaine d’acide aminé de
24 a 29 unités de long. Ces structures sont impliquées dans la liaison a un ligand spécifique
(Bowie and O'Neill, 2000). La chaine intracellulaire contient une région hautement conservée
appelée domaine TIR pour Toll-interleukin-1 receptor permettant la transduction du signal
d’activation et I'induction des cascades de signalisation (Barton and Kagan, 2009).

Les TLRs sont scindés en deux groupes principaux, ceux retrouvés au niveau de la surface
cellulaire (TLR-1, -2, -4, -5, -6, et -10) et ceux retrouvés au niveau des membranes
endosomales (TLR-3, -7, -8 et -9) (Takeda and Akira, 2005; Trinchieri and Sher, 2007) (Figure
8). Cependant, au niveau de I'épithélium des muqueuses le TLR4 peut également se localiser

au niveau intracellulaire.

diacyl triacyl
lipopeptides lipepeptides flagellin LPS
MD.2
= °
:i TLR1: TLR2 TLRS TLR4
TLR6 TLR2

JLR3 endosome

(Takeda. K et al 2005. Int Immunol. 1:1)

Figure 8: Structure et localisation des TLRs au sein d’une cellule (Takeda K. et al., 2005)

Une partie de ces travaux de these se sont centré sur I'étude des réponses aux TLRs de
surface (-2, -4 et -6) comme au TLR endosomal (le TLR-7). Ces TLRs répondent a différents

motifs qu’ils soient bactériens (di- et tri-acyl lipoprotéiques, acides lipotéichoiques, LPS) ou
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viraux (RNAss, ARN simple brin) et prennent également en compte la compartimentalisation
cellulaire des TLRs.

Chez le porc, de récentes études ont montré que I'activation des TLRs 3 et 7 conduit a la
mise en place d’une signalisation cellulaire par leur agoniste spécifique respectivement
double et simple brin d’ARN dans des cellules rénales, duodénales, de la rate et du foie
permettant de montrer ainsi leur expression et leur fonctionnalité au sein de ces différents
tissus. L'expression de ces deux TLRs est modérée dans les cellules issues de la moelle
osseuse, des poumons et de la peau (Sang et al., 2008). Le TLR2 est exprimé dans les sous-
populations de leucocytes, monocytes, macrophages et granulocytes mais exempts sur les
populations lymphocytaires (Alvarez et al., 2008). Burkey et al. (2009) ont montré une
expression constitutive in vitro des TLRs -2, -4 et -9 sur des cellules épithéliales de jéjunum
porcin et sur des cellules mononucléées phagocytaires (monocytes, macrophages et cellules
dendritiques) (Burkey et al., 2009). Ces auteurs observent également une expression
constitutive in vivo de ces TLRs sur des cellules issues de l'iléon distal porcin. Chaque TLR
possede un ligand qui lui est propre. L'ensemble des TLRs couvre ainsi un large éventail de
motifs microbiens treés conservés leur permettant d’activer la réponse immunitaire
inflammatoire spécifique (Akira et al., 2006). Les différents ligands de ces TLRs sont

répertoriés dans le tableau 3 selon Akira et al. (2006).
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Microbizl Componants Spacies TLR U=ags
Bactens

LPS Gram-negative bacteria TLUR4
Dizcyl lipopeptides Mycoplsama TLRE&TLR2
Triacyl ipopeptides Bacteria and mycobacteria TLR1/TLR2
LTA Group B Streplococcus TLR&/TLR2
PG Gram-positive bactens TLR2
Porins Nelzzenia TLR2

Lip carabinomannzn Mycobacternia TLR2
Flagailin Flagelatad bactens TLRS
CpG-OhaA Bacteria and mycobacteria TLRS

WD Lino pathogenic: hactenis TLR11
Fungus

Zymosan Saccharomyces cerevisiae TLR&/TLR2
Phioe pho lipomannsn Candids shbicans TLR2
Iannan Candida alblcans TLR4
Glucunono xylomannan Cryplocoocus mecfomans TLURZ and TLR4
Paraaies

tGEP-mutin Trypanosoma TLR2
Glycoinos o lphospho lpids Trypanosoma TLUR4
Hemozoin Plasmodium TLRS
Prafilin-like moleculs Towoplaama gondl TLR11
Viruses

DA Wiruses. TLRS
dsRNA Viruses. TLR3
EESEY RMA vinmes TLRYT and TLRE
Emelops proteins RSV, MMTY TLR4
Hemagglutinin protein Maasles vinug TLR2

WD HOMYW, HEV1 TLR2

Hiot

Heat-shock protsin &0, 70 TLR4
Fiorinogean TLR4

Tableau 3 : Composants microbiens reconnus par les TLRs selon Akira et al. (2006)

2.4.2. Fonction des TLRs

L'interaction d’'un TLR avec son ligand spécifique permet d’initier deux voies de

signalisation majeures. La voie dépendante de MyD88 active les signaux liées aux mitogen-

associated protein kinase (MAPK) et au nuclear factor-kappa B (NF-kB) alors que la voie

dépendante de TRIF active les signaux liés aux interferon regulatory factors (IRF-3) (Creagh
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and O'Neill, 2006). L’activation de ces voies de signalisation induit la synthése de cytokines.
Les interférons de type | sont produits aussi bien aprées activation des voies liées aux IRFs
gu’a la voie dépendante de MyD88. Les cytokines pro-inflammatoires telles que TNF-a ou IL-
1B sont quant-a elles produites généralement lors de I'activation de la voie NF-kB (Akira,

2009; Kawai and Akira, 2009) (Figure 9).

MyD88/TIRAP-dependent pathway
s TRIF/TRAM-dependent pathway

TLRS
TLR11
TLR12

TLR1/2

TLR7
TLR3 (((0 NN EEN0))) oo

Type | IFN genes Type | IFN genes

IFN inducible genes Inflammatory cytokine genes IFN inducible genes

Figure 9: Différentes voies de signalisation induites par I'interaction TLR - TLR-ligand (Kawai and Akira, 2009)

La reconnaissance entre un PAMP et son PRR constitue la premiere étape de la mise en
place d’une réponse immune dite réponse innée. Cette réponse va permettre I'élimination
des antigenes étrangers par le recrutement des cellules polynucléaires et la sécrétion de
cytokines pro-inflammatoires au niveau du site infecté. En cas d’inflammation prolongée, la
présentation des peptides antigéniques par les CPAs (macrophages, DCs ou lymphocytes B)
aux lymphocytes T, associé a une réponse cytokinique adaptée, aboutira a la mise en place

de I'immunité effectrice (Kawai and Akira, 2009).
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3. Les lymphocytes, effecteurs de I'immunité

Les lymphocytes sont produits dans la moelle osseuse et poursuivent leur maturation
dans ce tissu ou dans le thymus. Leur domiciliation dans les organes lymphoides est sous le
controle de I'environnement cytokinique et de nombreux signaux moléculaires. Parmi les
lymphocytes, on distingue les lymphocytes B, les lymphocytes NKT et les lymphocytes T. Les
lymphocytes T peuvent exprimer deux types de TCR, le TCRap et le TCRyS.

Les lymphocytes Tap expriment les molécules CD4 et/ou CD8. De fagon classique ce
sont les déterminants majeurs des deux types de lymphocytes: les lymphocytes T
auxiliaires appelés « helper » (Th) exprimant la molécule CD4" et les lymphocytes
cytotoxiques (Tc) exprimant la molécule CD8". Cependant, les lymphocytes T mémoires co-
expriment ces 2 molécules. CD4 et CD8 sont également importantes pour distinguer les
différents stades de maturation des thymocytes au cours de I'ontogénie. En fonction des
facteurs de transcription induits et de l’environnement cytokinique, les cellules Th se
différencient en Th effectrices (Th1l, Th2 ou Th17), en cellules régulatrices des réponses T
effectrices : les Tregs ou en cellules T cytotoxiques. L'ensemble de ces réponses effectrices

sont impliqués dans la lutte contre les agents pathogenes (figure 10).
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helper de type 2 (Th2). Les cellules Th1 se différencient a partir de cellules T CD4" naives en
présence d’IL-12 alors que les Th2 se différencient a partir de cellules T CD4" naives en
présence d’IL-4 et en absence d’IL-12. Les cellules Th1 régulent I'immunité cellulaire et sont
impliquées majoritairement dans I’élimination des pathogenes intracellulaires, bactéries et
virus via la production d’IL-2 et d’interféron gamma (IFN-y) (Mosmann and Sad, 1996) alors
que les cellules Th2 régulent I'immunité humorale et sont impliquées principalement dans
I’élimination des parasites (helminthes et autres vers) via la production d’IL-4, -5, -9 et -13.
En revanche, les lymphocytes Th2 ne produisent pas d’IFN-y (Romagnani, 1991). Les cellules
Thl et Th2 expriment également différents facteurs de transcription, le plus important est T-
bet pour les Thl et GATA-3 pour les Th2 respectivement (figure 10).

De récentes études ont pu mettre en évidence chez ’'Homme comme dans d’autres
especes animales (souris, porc...), une nouvelle sous-population de lymphocytes Th appelées
Th17 montrant ainsi que les Th1 et les Th2 n’étaient pas les seules Th effectrices (Cua et al.,
2003; Harrington et al., 2005).

Les lymphocytes Th ont un réle majeur dans la coordination des réponses immunitaires,
notamment dans 'aide (« help » en anglais) apportée aux différentes sous-populations de
lymphocytes (B ou Tc). Les cellules Th recrutent et amplifient I'action des cellules de
I'immunité innée (polynucléaires neutrophiles, cellules NK, monocytes/macrophages,
cellules dendritiques). Il est important de signaler qu’il existe une certaine plasticité entre les
différents profils de lymphocytes Th (Th1, Th2 ou Th17). Cette plasticité est sous le contrdle
de modifications épigénétiques mais est aussi due a une adaptation mise en place par les
cellules T effectrices selon le contexte immunologique dans lequel elles se trouvent. Par
exemple, des cellules Th17 peuvent, sous l'effet de I'lL-12, produire de I'IFN-y plus

caractéristique d’un profil Thl (cf : chapitre 1. C).

3.2. Les lymphocytes Th17

Le premier article décrivant non pas des « cellules CD4" produisant de I'lL-17 » mais des
cellules T helper 17 « Th17 » est paru en 2005 et a permis de différencier les lymphocytes
Th17 des classiques sous-populations lymphocytaires Thl et Th2 (Harrington et al., 2005).
Egalement d’origine thymique, les Th17 se différencient elles aussi a partir des cellules T

CD4" naives mais dépendent d’un environnement cytokinique spécifique (IL-6, IL-23, IL-1B,
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TGF-B) nécessitant l'initiation de facteurs de transcription spécifiques. La population
lymphocytaire Th17 est décrite comme produisant majoritairement des cytokines pro-
inflammatoires IL-17A, mais également de |’ IL-17F, IL-21, IL-22, TNF-a et IL-10 ou encore de
I'IL-26 chez I’'Homme (Ouyang et al., 2008).

Bien que les effets déléteres des Th1l7 aient été mis en évidence dans de nombreux
contextes pathologiques tels que I'asthme ou les maladies auto-immunes, des propriétés
protectrices commencent a leur étre associées. En effet, il a été montré par différentes
équipes un role anti-fongique, anti-bactérien et méme anti-viral de cette sous-population
(Brenchley et al., 2008; Louten et al., 2009; van de Veerdonk et al., 2009). Les patients
présentant des mutations pour le gene STAT3 (Signal transducer and activator of
transcription 3), facteur de transcription impliqué notamment dans la différenciation en
Th17, sont les plus atteints par une candidose chronique (Dominguez-Villar and Hafler, 2011).
De plus, les souris déficientes en IL-17 ou IL-17R sont plus susceptibles a l'infection par
Klebsiella pneumoniae (Louten et al., 2009; Puel et al., 2011). L’essentiel de I'action
protectrice des Th17 provient de leurs capacités a sécréter des cytokines pro-inflammatrices

et chémo-attractrices (IL-17, IL-21 et IL-22).

3.2.1. Différenciation des cellules Th17

La différenciation des cellules T CD4" naives en cellules Th17 dépend essentiellement de la

présence des certaines cytokines et de I'activation des facteurs de transcription.

3.2.1.1. Cytokines impliquées

La différenciation des cellules T naives en Th1l7 est influencée par de nombreux
facteurs dont le TGF-B (cf: paragraphe I. B.1), I'IL-6 et F'IL-21 (Jager and Kuchroo, 2010;
Stockinger and Veldhoen, 2007; Weaver et al., 2007). Cependant, selon |'espéce ou les
modeles in vitro utilisés, il semble qu’il existe de multiples combinaisons de cytokines

capables d’induire la différenciation des Th naives en Th17 (Figure 11).

45



a
Mouse

T naive TGER + IL6
& % TGF-B +1L-21
"‘.__ ._{'. Ltk

CDa+CD25-

CD&2l*Foxp3-
g IL-23
e\ IL-23 (+ IL1B)
Il.lx___jl -
CDag*
{in vivo primed)
or
CDa+CDag*
Human

T naive
& TGE-B + 1L-21

Cord blood

CDa+CD25-

CD621*CD45RA*

Tnaive 1org. 123 ILIBAL6TNA

Cu:n'ci }J-Iood

% TGF-B + IL-1B (+IL-6AL-21/1L-23)

-

CD4+CD25-
CD45R0-
IL-1B + L&
{serum-containing medium)
e 1B +1-23
T, e -
I:—’ '\I {serum-containing medium)
l\__J';
PBEMC
CD4+CD25-

CD45RACCR7*
ar
CO4*CD45R0-

IL-17
IL-17F

IL-&

TNF
Integrin a3
IL-22

, L7

| IL-17F
(=21}

IL-17
IL-17F
IL-21
IL-22
IL-26
CCRe

IL-17
IL-17F
IL-22
IL-26
CCLao

Mouse

Innate immune cell

INTRODUCTION

i,
| B
L J
™
S
T naive Th7 IL-17
pieaicly oty IL-17F
TR 6. £ D L» IL6
| ] Tt |
e % /J' TNF
Integrin a3
IL-22
Human
Innate immune cell
o,
|‘. _,_.-'I
o
IL-17
Ve IL-1
TN, iy T e ik
\ TR L3 \.I L1, IL-23 IL-21
| \ IL-22
IL-21
A IL-26
I-17 CCLzo
IL-17F CCR6
{IL-21)

Figure 11: Différenciation des lymphocytes Th naives en Th17 selon le modéle souris (A) ou le modéle
humain (B) : Implication de I’environnement cytokinique

La différenciation des Th17 est provoquée par la co-exposition a deux cytokines : I’ IL-

6 et le TGF-B (Bettelli et al., 2006; Infante-Duarte et al., 2000; Mangan et al., 2006; Veldhoen

et al., 2006a). Chez la souris, I'lL-6 induit la phosphorylation de STAT3 (Yang et al., 2007). En

absence d’IL-6, la différenciation en Th17 peut également se faire par une co-exposition des

cellules T naives au TGF- et a I'lL-21 (Korn et al., 2007; Nurieva et al., 2007; Zhou et al.,

2007) mais I'lL-6 induit plus fortement cette différenciation. De plus, les cellules Th17 elles-
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mémes produisent de I'lL-21 capable d’agir de fagon autocrine sur leur différenciation et leur
amplification. D’autres cytokines pro-inflammatoires semblent également avoir un réle dans
la différenciation des Th1l7. C'est le cas de FIL-1B produit principalement par les
polynucléaires ou les macrophages qui lorsqu’il est en présence d’IL-6 induit dans le modele
murin une différenciation en Th17 (Chung et al., 2009). De plus, une étude montre aussi que
des souris déficientes pour le gene IL-6 générent moins de Th17 et que leur répertoire T est
dominé par la présence de Tregs (Samoilova et al., 1998).

Cependant, les mécanismes de différenciation de la voie Th17 sont complexes et les
avis sont controversés. Pour certains auteurs, le développement des Th17 est indépendant
du TGF-B et de I'lL-6 (Wilson et al., 2007) tandis que pour d’autres, la différenciation des
Th17 est dépendante de la présence conjointe de TGF-B, d’IL-6, d’IL-1B et d’IL-23 (Volpe et
al., 2008; Wilson et al., 2007; Zhou et al., 2009). Bettelli et al. (2006) appuient cette derniére
théorie et prouvent que des souris sur-exprimant le TGF-B ont une augmentation de la
génération des Thl7 et un développement aggravé de l'encéphalomyélite auto-immune
expérimentale (EAE), modele pathologique murin pour la sclérose en plaque (Bettelli et al.,
2006). De nombreux auteurs s’accordent a dire que le TGF-B joue un réle essentiel dans la
différenciation Th17 chez I'"homme comme chez la souris. Cependant, méme si cette
cytokine semble indispensable pour la génération de ce type cellulaire, de fortes
concentrations en TGF-B inhibent la production de nombreuses cytokines effectrices des
Th17 et ainsi la génération des Th17 pour promouvoir a l'inverse I'expression du facteur de
transcription FoxP3 participant ainsi a la différenciation des cellules T naives en Tregs. Au
vue de cette observation, les cellules Th17 et Tregs partagent donc un facteur de

différenciation commun, le TGF-B (Peterson, 2012).

3.2.1.2. Facteurs de transcription impliqués

Actuellement, quatre facteurs de transcription sont connus pour étre impliqués dans
le développement des Th17 chez la souris: les récepteurs retinoic acid-related orphean
(RORs), les plus spécifiques du développement Th17, I'IFN-regulatory factor 4 (IRF-4), STAT3
et I'aryl-hydrocarbon receptor (AhR) (Korn, 2009) (Figure 12).

47



INTRODUCTION

IFN-y

L4
IL-27 PGE2
-2
Retinoic acid
I-21 IL-21
IL-17A ILATA
‘|>  ILATF
o A\ 10 Survival and
£ Nave:) IL-6/IL-21 \iLs IL-23 Maintenance
—_—b Of terminally
=Y +1G6rp Differentated

~

Figure 12: Différenciation des lymphocytes Th naives en Th17 : Implication des facteurs de transcription

Les récepteurs retinoid acid-related orphean (RORs) appartiennent a une famille
bien distincte de récepteurs nucléaires et regroupent les récepteurs ROR alpha (a), béta (B)
et gamma (y). De récentes études ont montré chez des souris déficientes en récepteurs
RORs que ces derniers étaient impliqués dans la régulation de nombreux processus
biologiques tels que I'organogénése, le rythme circadien ou I'immunité mais interviennent
également dans diverses pathologies telles que I'arthérosclérose, |’ostéoporose ou le cancer
(Jetten and Ueda, 2002). Les cellules Th17 expriment deux types de récepteurs RORs, RORa
et RORyt. RORyt est exprimé de facon préférentielle par les cellules Thl7 et apparait
nécessaire pour la production d’IL-17. Cependant, bien que réduite chez des souris
déficientes pour le géne RORyt, les cellules productrices d’IL-17 ne sont pas absentes. RORa
et RORyt sont tous les deux induits en présence d’IL-6 ou d’'IL-21 et par de faibles

concentrations de TGF-f.
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L'induction de RORyt est dépendante de STAT3 lequel est préférentiellement activé
par I'IL-6, I'lL-21 et I'lL-23 (Yang et al., 2007). Une sur-expression de la forme active de STAT3
peut augmenter la production d’IL-17 (Harris et al., 2007). De plus, STAT3 a la capacité de se
lier directement aux promoteurs de I'lL-21 et de I'lL-17 (Wei et al., 2007).

D’autres facteurs de transcription, notamment IRF-4, sont également impliqués dans
les voies de différenciation des cellules Th17. IRF-4 a été précédemment associé a la
différenciation des cellules Thl et Th2 mais il est également requis pour la différenciation
des cellules Th17 (Brustle et al., 2007). En effet, dans le modéle souris, sa mutation induit
une diminution de la production d’IL-17 et une résistance de ces animaux a I'EAE. Il est
important de souligner que la sur-expression de RORyt chez des souris déficientes en IRF-4
n’induit pas la restauration de la production d’IL-17 a un niveau basal (Brustle et al., 2007).

Le dernier facteur de transcription impliqué dans la voie Th17 est AhR. Différents
ligands d’AhR peuvent directement agir sur le développement et I'expansion des Thl7,
notamment en augmentant I'expression de RORyt (Crome et al., 2009). Par exemple, la
flagelline, récepteur du TLR-5, est connue pour moduler I'expression d’AhR et induire RORyt.
De récentes études ont également montré que des ligands d’origine chimique
(xénobiotiques) tels que la dioxine et les composés relatifs a la chimie du pétrole sont
également capables d’initier la voie Th17 a travers I'activation du facteur de transcription

AhR (Quintana et al., 2008; Veldhoen et al., 2008).

3.2.2. Profil cytokinique associé aux cellules Th17

Parmi la production de molécules générées par les Th17, on retrouve principalement

les cytokines et chémokines inflammatoires telles que I'lL-17A, I'lL-17F, I'lL-21 et I'IL-22.
L'IL-17 a été clonée et décrite par I’équipe de Rouvier et al. en 1993 (Rouvier et al., 1993).
Les IL-17 appartiennent a une famille de cytokine composée de 6 cytokines allant de I'lL-17A
a I'lL-17F. L'IL-17A et I'IL-17F sont les principales cytokines sécrétées par les cellules Th17
leur donnant ainsi leur nom de Th17 (Fossiez et al., 1998). Les cibles essentielles de I'lL-17
sont nombreuses et regroupent toutes les cellules exprimant les récepteurs a I‘IL-17 (IL-17RA
et IL-17RC) a savoir, les cellules immunitaires (lymphocytes B et T) (Silva et al., 2003), les
cellules endothéliales et les cellules épithéliales (Hu et al.,, 2010; Yao et al.,, 1995). La

sécrétion d’IL-17 induit I'activation de ces cellules cibles s"accompagnant de la production de
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divers facteurs tel que des cytokines (IL-6, IL-1B3, TNF-a) ou des chémokines (CXCL-1, -2, -5, -6,
-8, -9, -11 et CCL-2 et -20) (Hu et al., 2011; Huang et al., 2007; Ouyang et al., 2008). Ces
facteurs solubles induisent un recrutement de cellules immunitaires, notamment des
neutrophiles permettant ainsi I’élimination des pathogenes extracellulaires (Weaver et al.,
2007). La présence d’IL-17 attirerait principalement les neutrophiles en induisant une
importante production d’IL-8 et de TSLP par les cellules épithéliales. L'IL-17 induit également
la sécrétion de protéines anti-microbiennes et de genes impliqués dans le remodelage
tissulaire (Korn, 2009). Cependant, si les fonctions biologiques de I'lL-17 et leur r6le dans les
pathologies auto-immunes sont bien décrits chez I’'Homme et la souris, ces informations sont
limitées pour les autres especes et notamment |'espece porcine. Kiros et son équipe ont pu
montrer en 2011, la présence de cellules productrices d’IL-17 au niveau de la muqueuse
pulmonaire, dans le thymus ainsi qu’au niveau circulatoire chez des porcelets. Ces mémes
auteurs ont également mis en évidence I'expression de transcrit d’ARNm IL-17 dans la peau,
le coeur et le tissu intestinal (Kiros et al., 2011). Récemment, I'équipe de Stepanova s’est
proposée de caractériser phénotypiquement les cellules productrices d’IL-17 chez le porc
(Gerner et al., 2009; Piriou-Guzylack and Salmon, 2008; Stepanova et al.,, 2012). La
conclusion de ces travaux indique que les LT CD3CD4" et les LT CD3*"TCRyS" sont capables de
produire de I'lL-17 chez cette espéce. Ces dernieres seraient responsables du recrutement
des neutrophiles au cours des premieres étapes d’un épisode infectieux.

Identifiée par Parrish-Novak et al. en 2000, I'lL-21 est produite par les cellules NK ou les
cellules T activées et également de facon autocrine par les lymphocytes Th17 au cours de
leur différenciation (Parrish-Novak et al., 2000). L'équipe d’Huber et al. (2008) montre que la
différenciation et I'auto-amplification des Th17 par I'lL-21 est médiée par le facteur IRF-4
(Huber et al., 2008). Outre son action sur les lymphocytes T CD4", cette cytokine agit
également sur d’autres cibles telles que les lymphocytes T CD8" et les cellules NK en
améliorant leur pouvoir cytotoxique. Cette cytokine apparait avoir un rdle important
également dans I'expansion des cellules B (Korn et al., 2007). De plus, elle agit sur la
différenciation des DCs et des macrophages et induit la prolifération des cellules épithéliales
(Spolski and Leonard, 2008a, 2008b).

L’'IL-22 appartient a la famille de I'IL-10. Produite par les cellules Thl7 en fin de
différenciation, elle est sécrétée en réponse a I'lL-23. Il est a noter cependant que les Th17

ne sont pas les principales sources de production de cette cytokine qui est largement
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produite par les cellules lymphoides innées (ILC) qui feront I'objet d’un paragraphe
spécifique (cf: 3.4.1) (Philip and Artis, 2013). Les récepteurs de I'IL-22 sont exprimés
essentiellement sur les cellules résidentes localisées dans les muqueuses et notamment les
cellules épithéliales. Les voies de signalisation des MAP Kinases et de STAT3 sont engagées
par I'lL-22 (Lejeune et al., 2002). De plus, I'lL-22 joue un rble important dans I'immunité
innée de la peau et induit I'expression de peptides anti-microbiens par les kératinocytes
(Wolk et al., 2004). Des observations in vitro prouvent qu’une stimulation des cellules
épithéliales intestinales par I'lL-22 augmente I'expression des molécules pro-inflammatoires
IL-8 et TNF-a (Brand et al., 2006). Si la présence d’IL-22 contribue au potentiel pathogénique
des Th17, il a aussi été montré que cette interleukine avait une action protectrice dans le
foie (Zenewicz et al., 2007) et I'intestin (Sugimoto et al., 2008). L'IL-22 participe donc aux
défenses de I’hote, tend a contréler I'inflammation et la réparation tissulaire (Ouyang and
Valdez, 2008). En effet, elle stimule la production de B-défensine et augmente ainsi la
prolifération des IECs ce qui suggere un role potentiel dans la reconstruction et la restitution
des fonctions de la barriere épithéliale (Maloy and Kullberg, 2008).

Contrairement aux cytokines précédemment décrites, I'lL-23, cytokine de la famille de
I'lL-12 n’influence pas la différenciation des Th17 au début de leur différenciation (Jager and
Kuchroo, 2010; Soumelis and Volpe, 2008). En revanche, I'lL-23 agit sur les Th17 déja
différenciés en augmentant fortement leur expansion in vitro (Veldhoen et al., 2006a) et in
vivo (Veldhoen et al., 2006b). Elle joue également un réle majeur dans le maintien des
fonctions effectrices des Th17 (Stockinger and Veldhoen, 2007). L'IL-23 peut également
induire des cytokines effectrices inflammatoires (IL-17, IL-1, TNF-a et IL-6) (Uhlig et al., 2006)
et supprimer des cytokines anti-inflammatoires telles que I'lL-10 (Korn, 2009). Produite
principalement par les cellules dendritiques et les macrophages, I'lL-23 induit la production
d’IL-22 par les ILCs et favorise leur expansion. Les cellules Th17 sont étroitement liées a la
cytokine pro-inflammatoire IL-23. En effet, chez la souris, une mutation du gene codant pour
I'IL-23 a pour conséquence la diminution du nombre de Th1l7 et une protection contre les
maladies auto-immunes telle que la EAE (Langrish et al., 2005). Chez des souris, le
développement de l'inflammation intestinale dépend essentiellement de la présence d’IL-23
qui, lorsque son expression est diminuée, provoque une régression de cette inflammation.
La présence d’IL-23 est donc fortement liée a la présence de maladie inflammatoire

intestinale (IBD) et ainsi certains variants retrouvés dans les parties non-codantes du géne IL-
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23R sont associés a une augmentation de la susceptibilité des individus a la maladie de
Crohn (Duerr et al., 2006), au psoriasis ou a d’autres maladies auto-immunes humaines
(Cargill et al., 2007; Liu et al., 2008).

Une synthese de I'ensemble des fonctions des cellules sécrétrices de cytokines est

regroupée dans le tableau 4.

Tableau 4: Synthése de I’'ensemble des réles et des cellules productrices des cytokines affiliées au profil de

sécrétion des cellules Th17

3.3. Nouvelles sous-populations de Th

De récentes études montrent qu’il existerait d’autres cellules Th notamment les Th22 et
les Th9. Les Th22 appartiennent a un nouveau type de lymphocytes T auxiliaires
immunocompétents bien distincts des cellules Th17 avec une expression génique et des
fonctions différentes. Les Th22 semblent étre impliqués dans la supervision et la
coordination des cellules T qui provoquent l'inflammation (Zhang et al., 2011). En effet, il a
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été révélé que les cellules Th22 produisent une molécule de signalisation appelée
interleukine-22 (IL-22) (cf paragraphe précédent: 3.2.2). Cette molécule lance un signal
« préalable » aux tissus pour les avertir qu'une infection ou qu’une réaction inflammatoire
est susceptible de se produire. Ainsi, chez les personnes saines, les cellules Th22 ont un effet
protecteur alors que I'expression d’IL-22 est augmentée dans diverses pathologies tels que
les maladies de Crohn ou le psoriasis (Zhang et al., 2011). Les cellules Th22 font I'objet d’une
attention particuliere par la communauté scientifique afin de clarifier leur réle dans les
maladies inflammatoires.

Récemment, il a été montré que I'lL-4 combiné au TGF-B induit la différenciation des
lymphocytes T en cellules Th9, une population nouvellement décrite dont le facteur de
transcription reste encore inconnu (Dardalhon et al., 2008). Capable de produire de I'IL-9 et
de I'lL-10, elle peuvent étre induites a partir de cellules Th2 (Niedzwiedzka-Rystwej et al.,
2013) et interviennent au sein de l'intestin dans I’élimination des helminthes (Khan et al.,

2003).

3.4. Autres types cellulaires capables de sécréter des cytokines

inflammatoires type IL-17, IL-22

Bien que les cellules CD4'TaB" Th17 soient les mieux décrites comme source de
production d’IL-17, d’autres types cellulaires sont capables de sécréter cette cytokine. C'est
le cas des neutrophiles, des mastocytes (Cua and Tato, 2010), ainsi que des cellules T CD8" et
des cellules T appartenant a la lignée innée incluant les cellules Ty6 et les cellules invariant
natural killer (iNKT) (tableau 5) (Coquet et al., 2007; Kim and Jordan, 2012; Sutton et al.,
2012).
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Facteurs de

Cellules T Cytokines Cytokines requises S
transcriptions
CD4+aBTCR+ Th17 IL-17, IL-17F, 1L-22 IL-6, TGF-B, IL-1B, IL-23 RORyt, RORa, AhR, IRF-4

CD4+aBTCR+ nTh17 IL-17, IL-17F, IL-22 IL-6, TGF-B RORyt

CD1d-tetramer+ NK1.1 - CD4- IL-17 TGF-B RORyt
Cellules IL-17+ iNKT IL-17

CD27 - ySTCR+ IL-17 TGF-B RORyt
Cellules T IL-17+ ydTCR+ IL-17

Tableau 5: Résumé des types cellulaires T producteurs d’IL-17 (d’aprés Kim et Jordan, 2012)

Découvertes récemment, les cellules lymphoides dites innées appelées ILCs sont
capables de produire des profils cytokiniques similaires aux Thl7. Cependant, la présence
d’IL-7 et du facteur Id2 (Inhibitor of DNA binding-2) est un prérequis indispensable pour leur
différenciation (paragraphe 3.4.1). Ainsi I'lL-17 peut étre produite aussi bien par les cellules

de I'immunité innée que des cellules de 'immunité acquise (Mucida et al., 2007).

3.4.1. Les ILCs

Les ILCs représentent une nouvelle famille d’effecteurs hématopoiétiques impliqués
dans les réponses innées vis-a-vis des micro-organismes infectieux, dans la formation des
tissus lymphoides et la reconstruction des tissus. Ces cellules sont trés proches
phénotypiquement des cellules NKT ou des cellules LTi (Lymphoid tissue inducer cells). Les
LTi sont des cellules présentes dans les organes lymphoides qui produisent la lymphotoxine
(LTalbl) et du TNF-a permettant la stimulation de la production de chémokines et de
molécules d’adhésion essentielles pour I'organogénése lymphoide (Strober, 2010). Ces
cellules interviennent dans I'immunité innée. Elles ne se développent pas dans le thymus et
n‘ont pas de récepteurs spécifiques des antigenes. Cependant, elles ont la capacité de
répondre aux cytokines produites lors d’une réaction immunitaire. Les LTi expriment le
facteur de transcription RORyt et le récepteur a I'lL-7 (IL-7Ra ou CD127) nécessaires pour

leur génération (Eberl et al., 2004). Les cellules NK tout comme les LTi sont des cellules
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appartenant a I'immunité innée et dérivent elles aussi d’un progéniteur lymphoide dont la
maturation se fait dans la moelle osseuse et non dans le thymus. Douées d’une cytotoxicité
cellulaire non spécifique, elles sont capables de sécréter de I'l[FNy et du TNF-a.
Contrairement aux cellules NK, les ILCs sont non cytotoxiques et produisent trés peu
d’IFN-y. Parmi elles, certaines ont la capacité de produire de I'lL-17 (ILC17) ou de I'lL-22
(ILC22) appartenant ainsi aux ILCs du groupe 3 (ILC3s) selon la récente nomenclature
proposée par Spits en 2013 (Spits et al., 2013) (Philip and Artis, 2013). Ces derniéres
semblent représenter la version innée des Th17 (Spits and Di Santo, 2010). Tous les
précurseurs d’ILC et les ILCs expriment 1d2, facteur nécessaire a leur développement. Les
précurseurs d’ILCs se différencient en sous-populations d’ILCs via deux signaux : la présence
d’IL-7 et linduction des facteurs de transcription RORyt et/ou AhR qui favorisent la

différenciation de ces ILCs précurseurs en ILC17 et ILC22 (Cherrier et al., 2012) (Figure 13).

ILCP
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RORvyt -
ke IL-7 \
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\ IL-17
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Figure 13: Différenciation des cellules lymphoidesinnées (ILCs) et sécrétions associées (d’apres Spits and Di
Santa, 2010)

Chez I’'homme comme chez la souris, les ILC22 sont retrouvées principalement au
niveau des muqueuses (lamina propria de l'intestin, amydales) et expriment le marqueur
NKp46 (Monticelli et al., 2012). Chez la souris, Satoh-Takayam et al. (2009) ont montré une

action protectrice de I'lL-22, vis-a-vis du pathogene Citrobacter rodentrium, produite par les
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ILC22 (Satoh-Takayama et al., 2009; Satoh-Takayama et al., 2008). Les ILC22 humaines sont
productrices de forte concentration d’IL-2 suggérant que ces cellules sont impliquées dans le
recrutement et la survie des Tregs et des cellules T effectrices (Spits and Di Santo, 2010).

Les ILC17 sont principalement présentes dans le tractus intestinal et expriment le
facteur de transcription RORyt nécessaire pour leur développement et la mise en place de
leur fonction (Buonocore et al., 2010). Elles sont caractérisées par |'absence des marqueurs
CD4 et NKp46 ce qui les distinguent des LTi (CD4") et des ILC22 (NKp46®). L'IL-17 produit par
les ILC17 dans des conditions inflammatoires est régulée par I'lL-23.

Les ILCs apparaissent comme un nouveau type cellulaire intervenant tres tot dans les
réponses immunitaires en réponse aux infections. Elles sont le miroir des sous-populations
de cellules Th et peuvent orchestrer rapidement les réponses immunitaires au niveau local

gue ce soit respiratoire ou digestif.

3.4.2. Les lymphocytes T gamma-delta (LTy)

Les lymphocytes Tyd représentent un type de lymphocytes T particulierement
minoritaire dans le sang circulant (<10 % des lymphocytes T) chez I'homme et la souris. Ils
sont nettement plus abondant chez d’autres espéces comme le porc ol ce type lymphocyte
peut représenter jusqu’a 30% du nombre de lymphocytes du sang circulant (Stepanova et al.,
2007). On retrouve les lymphocytes Ty essentiellement dans les tissus, la peau et les
mugueuses, spécialement au niveau intestinal ou elles peuvent représenter plus de 50% des
lymphocytes intra-épithéliaux (Sutton et al., 2012). lls ne reconnaissent pas des épitopes
classiques mais plutot des épitopes conservés au sein des pathogenes. Pour ces raisons, les
LTyd sont considérés comme des cellules appartenant a I'immunité innée éliminant les
pathogénes et produisant des molécules anti-virales.

Les cellules Tyd expriment de nombreux récepteurs aux cytokines et chémokines
lesquels sont impliqués dans I'activation de ces cellules et la production d’IL-17. Les cellules
Tyd sont une importante source d’IL-17 (Roark et al., 2008). Ainsi, I'lL-1, IL-6, IL-18 et IL-23
sont impliqués dans la mise en place de la production d’IL-17 par les cellules Ty6. En effet,
I'lL-1ac ou IL-1B, en synergie avec IL-23, ont un rble essentiel dans l'induction de la
production de I'lL-17 par les cellules Tyd (Caccamo et al., ; Casteels et al., 1998; Ma et al.,

2011; Sutton et al., 2009). D’autre part, chez des animaux déficients en IL-21, les cellules Tyb
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de la lamina propria et de la rate montre une expression en IL-17 augmentée d’un facteur 10
comparée aux souris sauvages, indiquant aussi un rbéle majeur de I'lL-21 dans la
différenciation des cellules Tyd productrices d’IL-17 (Nurieva et al., 2007).

Les cellules Tyd productrices d’IL-17 constituent 'une des deux sous-populations de
cellules Tyd (I'autre étant productrice d’IFN-y) et possedent différentes fonctions :
production de cytokines ou d'immunoglobulines, fonction de cytotoxicité ou
immunorégulatrices. Ces thymocytes peuvent étre différenciés en Tyd producteurs d’IFN-y
ou d’IL-17 par I'expression du marqueur CD27 (Ribot et al., 2009). En effet, le CD27 est
requis pour le développement des cellules Tyd producteur d’IFN-y et expriment t-bet
(facteur de transcription des Th1) alors que les cellules CD27" Tyd expriment RORyt (facteur
de transcription de la lignée Th17) (Ribot et al., 2009). Il est a noter que le facteur de
transcription PU.1 a été également montré comme régulant négativement la prolifération et
la production d’IL-17 par les cellules Tyd (Lochner et al.,, 2008). D’autres récepteurs de
surface que le CD27 sont associés aux cellules Ty productrices d’IL-17 incluant le CD127 (IL-
7R) et CCR6 (Dirix et al., 2009).

Ainsi les cellules Ty peuvent étre, dans certaines situations, la population sécrétrice
d’IL-17 prédominante. Par exemple, dans le cas d’une infection par Mycobacterium
tuberculosis, parmi les cellules T isolées des poumons, les cellules Tyd correspondaient aux

cellules produisant de fortes concentrations I'lL-17 (Sutton et al., 2012).

3.4.3. Les lymphocytes T invariants natural killer (iNKT)

Les iNKT productrices d’IL-17 sont présentes dans les poumons constituant plus de
40% des cellules iNKT pulmonaires dans le modele souris. Ces cellules, de la méme fagon
que les cellules Tyd, sont également présentes dans les nceuds lymphatiques et la peau
(Sutton et al., 2012). Leur stimulation est également induite par I'IL-1B et I'lL-23 (Doisne et
al., 2011). Cependant a l'inverse des cellules Th17, I'lL-6 ne semble pas étre requise pour la
production d’IL-17 par les Ty et les iNKT (Rachitskaya et al., 2008; Sutton et al., 2009). Les
iNKT sont caractérisés par I'expression du récepteur restreinte au TCR qui reconnait les
antigenes glycolipides présentés par la molécule CD1d exprimée par les CPA (Kronenberg
and Gapin, 2002). Ces cellules produisent des cytokines de la réponse Thl et Th2, et

également de I'lL-17 montrant leur implication dans la protection de I’'héte contre les
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infections quelles soient bactérienne, fongique ou méme virale. En 2012, une étude a
identifié un nouveau marqueur des cellules IL-17" iNKT : I'lL-17RB, montrant leur rdéle dans
certaines pathologies virales telles que le virus respiratoire syncytial (VRS) (Watarai et al.,
2012).

Les lymphocytes T CD8* peuvent également produire de I'lL-17 (Tc IL-17). Ces cellules
partagent les mémes pré-requis que les Th17 pour leur développement (Ciric et al., 2009;

Huber et al., 2009). Cependant, leur réle physiologique n’a pas été encore clarifié a ce jour.

3.5. Pathologies associées a la balance IL-17/Tregs

Les cytokines IL-17 et IL-23 ont été mises en cause dans les maladies auto-immunes
telles que : la sclérose en plaque appelé EAE dans le modele expérimental murin et la
polyarthrite rhumatoide, dans le psoriasis, les allergies respiratoires (asthme) et les maladies

inflammatoires intestinales (Crohn et colites ulcératives) (Figure 14).

_— —
Implication bénéfique dans les réponses Maladies immunitaires associées
immunitaires

Maladies allergiques  ;
Anti-fongique contre Candida albicans (asthme)
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Figure 14: Les cellules Th17 et leurs implications dans les réponses immunitaires

58



INTRODUCTION

Une tolérance au niveau des voies respiratoires est nécessaire pour éviter le
développement de désordres allergiques aboutissant, par exemple, a I'asthme. Il existe
différents types d’asthme incluant I'asthme allergique mais également I'asthme induit par
I’exposition aux polluants de I'air ou a la fumée de cigarette (Kim et al., 2010). L’asthme est
dominé par une expansion pathologique des cellules Th2 et Thl7. En effet, les sécrétions
produites par les lymphocytes Th2 et les Th17 induisent le recrutement des neutrophiles et
des éosinophiles et favorisent les productions de multiples cytokines pro-inflammatoires et
d’IgE (Andreev et al., 2012). Le TGF-B est sur-exprimé dans les cas de crises d’asthme initiant
ainsi la différenciation des cellules T naives en Th17. L'IL-10, cytokine anti-inflammatoire,
voit son expression réduite chez les sujets asthmatiques, associée a un manque de cellules
Tregs. Ainsi, outre une activation de la voie Th2 et de la production des IgE, I'asthme est
également provoqué par un défaut d’homéostasie immunitaire inflammatoire entre les
populations Th17 et Tregs au niveau pulmonaire (Andreev et al., 2012).

Certaines études indiquent que les maladies pulmonaires sont fréquemment liées
aux maladies inflammatoires intestinales (IBD) (Black et al., 2007; Turner-Warwick, 1968).
En 2012, Keely et ses collegues suggerent un dialogue poumon-intestin au sein des maladies
inflammatoires des mugueuses montrant un lien entre maladies inflammatoires affectant les
poumons et I'intestin (Keely et al., 2012).

Aujourd’hui, la prévalence des IBD augmente en Europe et aux Etats-Unis (Baumgart and
Carding, 2007). Les deux formes majeures d’IBD sont la maladie de Crohn (CD) et la colite
ulcérative (UC). Elles sont caractérisées par une inflammation chronique au niveau intestinal
résultant de prédispositions génétiques. Le déclenchement de ce type de pathologie survient
a la suite d’une exposition a un certain nombre de facteurs environnementaux. Par exemple,
deux facteurs ont un réle établi dans la maladie de Crohn : le tabac et I'appendicectomie. De
nombreux autres facteurs environnementaux font I'objet de recherche tel que les micro-
organismes infectieux, les contaminants alimentaires, les traitements médicamenteux, le
stress ou d’autres facteurs socio-économiques. Ces différents facteurs peuvent altérer la
balance immunitaire inflammatoire intestinale dont les acteurs principaux sont les cellules
Th17 et Tregs (Pandolfi et al., 2009). Ainsi, I'axe IL-17/IL-23 est généralement associé aux IBD.
Les patients souffrants d’IBD présentent une accumulation intracellulaire d’IL-17 au niveau
de la muqueuse intestinale (Fujino et al., 2003). De plus, les malades atteints de la CD voit

leur population de cellules Th17 ou Th1/Th17 productrices d’IL-17 augmentée dans I'intestin
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(Annunziato et al., 2007). Cependant, bien que I'axe IL-17/IL-23 soit prédominant dans le
développement des IBD, I'lL-22 est également surexprimée chez ces patients (Crome et al.,

2009).

3.6.Les lymphocytes T régulateurs (Tregs)

Au début des années 1970, Gershon and Kondo établissent le concept de cellules T
suppressives impliquées dans les phénomenes de maintien de la tolérance (Gershon and
Kondo, 1970). Aujourd’hui, de nombreuses études ont mis en évidence I'engagement de
cette population de cellules T dans le maintien et la régulation de la réponse immunitaire,
dans la tolérance, et dans le controle des cellules T auto-réactives et des maladies auto-
immunes ou allergiques, la surveillance des cancers ou encore leur importance dans le non-
rejet des transplantations d’organes (Pandolfi et al., 2009). Chez I'Homme, une déficience en
cellules T suppressives est responsable du développement de pathologies infectieuses et/ou
inflammatoires (Taams et al., 2006). D’origine thymique, leur action majeure consiste a
inhiber la réponse immunitaire. Dans ce but, elles ont la capacité de limiter la production
d’anticorps par les lymphocytes B et/ou de supprimer I'activation et I'expansion des cellules
T effectrices (Th1, Th2 et Th17) (Sakaguchi, 2000; Shevach, 2000). En effet, elles peuvent
limiter I'interaction des Th effectrices avec les DCs, moduler les fonctions des CPAs ou
encore agir directement sur les cellules T effectrices en les tuant ou en les inhibant (Figure

15). Ces modes d’action seront repris de fagon plus détaillée dans le paragraphe 3.6.2.

Teff Teff
- Treg | - Treg | | Teff Treg |+ Teff
reg | —— lreg S S
i/ . //""'/ N < - e '\\\
p APC X —> « APC \ = / APC A
Direction des T effectrices Modulation des fonctions Tue ou inactive les
vers les DCs pour intéragir des APC cellules T

Figure 15: Actions des LT régulateurs face a I'induction des réponses T effectrices

Elles sont prépondérantes au sein des muqueuses notamment intestinales. Au niveau du

colon, les cellules Tregs peuvent représenter plus de 40 & 50 % des cellules T CD4" (Goto and
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Ivanov, 2013). Cependant, on les retrouve de facon ubiquitaire dans I'ensemble de
I'organisme (homme ou souris) ou elles représentent entre 5 a 10 % des cellules T
périphériques (Jonuleit et al., 2001). L’existence des Tregs a été montré chez de nombreuses
especes (Garden et al.,, 2010). Notamment, Kaser et al., en 2008 révelent la présence de
Tregs dans le sang, la rate, les nceuds lymphatiques et le thymus chez le porc (Kaser et al.,

2008a).

3.6.1. Ontologie et phénotype des sous-populations de Tregs

Il existe deux types de Tregs : les T régulatrices naturelles (nTregs) qui se développent
dans le thymus a partir de progéniteurs lymphoides et les cellules T régulatrices induites
(iTregs) qui se différencient en périphérie a partir de cellules T CD4" naives ou de
lymphocytes T cytotoxiques CD8" (CTL) (Mills, 2004; Peterson, 2012; Workman et al., 2009).
Chez la souris, le suivi de I'expression du forkhead box protein 3 (FoxP3), marqueur
spécifique des Tregs, a permis de montrer que les cellules FoxP3* étaient retrouvées
uniqguement dans la medulla thymique olU se déroule les dernieres étapes de sélection
positive et négative des lymphocytes T, suggérant que le développement des Tregs se

produit relativement tardivement dans le thymus (Fontenot et al., 2005) (Figure 16).
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cellules endothéliales des artéres pulmonaires. Selon I’expression des intégrines a la surface
des nTregs, Jonueit et Schmitt (2003) décrivent I'existence de deux types de nTregs de
phénotype différent. Les nTregs exprimant l'intégrine a4p7 ont la capacité de convertir des
cellules T CD4" naives en Tregs induites de type 1 (Tr1) via la production d’IL-10 alors que les
nTregs exprimant I'intégrine a4B1 vont générer préférentiellement des Tregs induites helper
3 (Th3) via la production de TGF-B (Jonuleit and Schmitt, 2003). Cependant, cette fonction de
différenciation des cellules T CD4 naives en Tregs ne remplace pas leur fonction principale de
cellules suppressives des cellules T effectrices.

Le marqueur le plus spécifique des Tregs est le FoxP3 (forkhead box protein 3). Il est
exprimé par toutes les sous-populations de Tregs sauf les Trl. FoxP3 est un facteur de
transcription qui semble essentiel, mais pas indispensable pour le développement et le
fonctionnement des Tregs. Chez 'Homme, comme chez la souris, une mutation du gene
FoxP3 induit le syndrome lié au chromosome X appelé syndrome IPEX (Immuno-
dérégulation Poly-endocrinopathie Entéropathie auto-immune lié au chromosome X) qui est
une maladie rare associant un déficit immunitaire, une poly-endocrinopathie et une
entéropathie (Gambineri et al., 2003).

En 2006, Liu et al. mettent en évidence une corrélation entre I'expression du récepteur a I'lL-
7 (CD127) et du facteur de transcription FoxP3 a la surface des cellules T CD4" humaines (Liu
et al.,, 2006). L'expression des molécules de co-stimulation, récepteurs a cytokines et

chémokines a la surface de ces cellules est décrit chez 'Homme (Tableau 6).
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Sous-population

Tregs induites

de Tregs Tregs naturelles T CD4* naives T CD8* Tregs mémoires
Phénotype Tr1 Th3 iICD8*Tregs
Marqueurs de surface
CD25* CD4+ CD25* CD4+ CD25* CD25* CD4+ CD8*
¢ |L-2R(a) = CD25* CD4* CD8"
‘ (@ R CD8 CD8 IL-2R(B) = CD122*,
Mo_lecqles de costimulation / CD4- CD8*
activation
. - . TCRa", TCRaf", TCRap", TCRaf",
. TCR+GB , CD?O 86", CI228 ) CD80/86*, CD80/86*, CD80/86*, CD80/86*,
CDAQ*/CDAOL", CTLA-4, CD28*, CD62L* | CD28*,CD62L* | CD28*, CD28*-
LAG-3* CD39* CD73* + + + + " + . +
Homme CD40%/CD40L*, CD40%/CD40L*, CD40*/CD40L*, CD40%/CD40L*,

Intégrines et récepteurs aux
chémokines

CTLA-4*, LAG-3*

CTLA-4*, LAG-3*

CTLA-4*, LAG-3*

CTLA-4*, LAG-3*

CCR3* CCR4* N "
«04B7*, a4p1*, CCRO* CCR5* CCRS* a4p7*, CCR9 CD103* CCR7*
Marqueur spécifique des Tregs
* FoxP3* FoxP3- FoxP3* FoxP3* FoxP3*
Récepteur de cytokines/
Gytokines IL-100ign, IL-10Mh, IL-10Mh, IL-10Msh,
¢ IL-7R = CD127'w, |L-10Mah, | TGF-@ high TGF- high TGF- high TGF- high
TGF-B* IL-150t IFN-y*- IFN-y*-
IFN-y low. |L-2low
IL-4-

Tableau 6 : Phénotype des différentes sous-populations de Tregs chez 'Homme

Cependant, le développement des nTregs ne dépend pas exclusivement de la

présence du

costimulation/activation et de

FoxP3 mais

également de la

présence

I’environnement cytokinique. Comme

des

molécules

de

la plupart des

lymphocytes T, I'lL-2 est également un facteur de survie pour les Tregs. En effet, il est
largement décrit dans la littérature que la présence d’IL-2 est un élément critique au
développement et a la survie des nTregs (Malek et al., 2008). Sakaguchi et al., 2008 ont
montré qu’une exposition simultanée des cellules T CD4" naives a I'lL-2 et au TGF-B permet
une différenciation en nTregs (Sakaguchi et al., 2008). Impliqué dans la différenciation des T
CD4" naives, le TGF-B serait également important dans le maintien de I'expression de FoxP3
(Marie et al., 2005). Cependant, le role de cette cytokine reste encore trés controversé et
son implication dans la différenciation des nTregs encore a définir (Wan and Flavell, 2007).
Localisé dans la medulla thymique chez I’'Homme, il existe un type particulier de
cellules épithéliales appelées les corpuscules de Hassall impliqués dans la différenciation des

cellules thymiques CD4" en nTregs. Ces cellules ont la capacité d’orienter la différenciation
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des cellules naives T CD4" en exprimant le thymic stromal lymphoipoietin (TSLP) influengant
I’expression des molécules CD80/CD86 a la surface des cellules dendritiques (DCs) thymiques,
elles-mémes étant a l'origine de la différenciation des cellules thymiques CD4" en nTregs

(Watanabe et al., 2005).

3.6.1.2. Les cellules T régulatrices inductibles (iTregs)

A l'inverse des nTregs qui se différencient dans le thymus, les iTregs se différencient

en périphérie a partir de cellules naives T CD4" ou & partir de cellules T cytotoxiques CD8"
(CTL) (Mmills, 2004). En fonction de leur environnement cytokinique, on distingue plusieurs
types de cellules Tregs inductibles. A partir des cellules naives T CD4", on répertorie deux
types d’iTregs : les cellules T régulatrices de type 1 (Trl) et les cellules T helper 3 (Th3)
respectivement induites par la présence d’IL-10 ou de TGF-B. Les cellules T CD8’, se
différencient quant a elle, en cellules T régulatrices CD8" inductibles (iCD8 Tregs) en
présence d’IFN-y. Ces différentes sous-populations sont également décrites dans le modele
porcin en 2008 par Kaser et ses collegues montrant la présence de cellules co-exprimant les
marqueurs FoxP3/CD4 ou FoxP3/CD8 (Kaser et al., 2008a).
La différenciation des cellules T CD4" ou T CD8" périphériques en iTregs ne dépend pas
exclusivement de I'environnement cytokinique. Elle est également dépendante de nombreux
autres facteurs tels que la voie d’exposition (intra-nasale vs orale), de la présence dediverses
micro-organismes ou du type de cellules présentatrices de I'antigene (APC) telles que les DCs
ou les macrophages (Coombes et al., 2007). En effet, il a été montré par de nombreuses
équipes, I'importance de la présence des DCs au sein du GALT dans la formation des iTregs
(Coombes et al., 2007; Sun et al., 2007; Wakkach et al., 2003) ou encore I'implication des
macrophages de la lamina propria (CD11b*F4/80°CD11c’) dans I'induction des Tregs FoxP3"
en présence d’acide rétinoique (RA), de TGF-B et d’IL-10 (Denning et al., 2007).

3.6.1.2.1.Les cellules T régulatrices inductibles CD4": Trl et Th3

Les cellules Trl

Leur spécificité vient du fait qu’elles n’expriment pas le FoxP3. Elles ont

généralement le phénotype : CD4°CD25'FoxP3" (Battaglia et al., 2006; Vieira et al., 2004). Les
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Trl expriment les marqueurs classiques d’activation incluant le CD28, CD40/CD40L, TCRaf,
CTLA-4 ou LAG-3 et des récepteurs aux chémokines tels que CCR3, CCR4, CCR5 et CCR8
(Roncarolo et al., 2006; Sebastiani et al., 2001). L'équipe de Groux et al. (1997) a montré que
des cellules T CD4" a fonction régulatrice peuvent étre générées chez I'Homme et la souris
par stimulation répétée in vitro en présence de l'antigene (OVA) et d'IL-10 (Groux et al.,
1997). Les clones obtenus ont été dénommés Trl a cause de leur phénotype (distinct des
cellules Thl ou Th2) et caractérisé par leur production élevée d'lIL-10, d'IL-15 et d'un faible
taux de TGF-P. Elles produisent également de faibles quantités d’IL-2 et d’interféron gamma
(IFN-y), des quantités intermédiaires d’IL-5 et ne produisent pas d’IL-4. La fonction
suppressive des cellules Trl vis-a-vis de réponses Thl et Th2 a été mise en évidence in vivo
et in vitro. Les clones Trl sont notamment capables d'inhiber in vivo le développement de
pathologies médiées par les cellules Th2, puisqu'elles suppriment, via la production d'IL-10,
la réponse IgE sérique et la prolifération de cellules CD4" effectrices dans un modéle
d'hypersensibilité immédiate a I'OVA (Cottrez et al., 2000). Il a aussi été montré que les DCs
jouent un role clé dans la génération de cellules Trl. L'état de maturation des DCs semble
étre important mais est encore mal défini. Ainsi, il a été initialement montré que la
stimulation répétée in vitro de lymphocytes T CD4" par des DCs immatures conduit a
I'émergence de cellules Trl régulatrices (Jonuleit et al., 2000). En revanche, des études in
vivo ont montré que la tolérance induite par I'administration intra-nasale de I'antigéne est
dépendante de I'induction de Trl initiée elle-méme par I'lL-10 produit par les DCs matures

pulmonaires (Akbari et al., 2001).

Les cellules Th3

Comme les cellules Trl, les cellules Th3 produisent elles aussi une forte
concentration d’IL-10. En revanche a I'inverse des Trl, elles sécrétent du TGF-p a des niveaux
plus conséquents et elles expriment le FoxP3. Leur profil phénotypique est trés proche des
nTregs. Montré aussi bien in vitro qu’in vivo dans des modeles humains ou murins, et
contrairement aux nTregs, la présence de TGF-B est un facteur prédominant dans la
différenciation des cellules T CD4" naives en iTregs Th3 (Apostolou and von Boehmer, 2004;
Chen et al., 2003). Une étude a montré que ces cellules sont capables d'inhiber in vitro la

prolifération et la production de cytokines des cellules Thl spécifiques de I'antigéne. Leur
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profil de production de cytokines est distinct des cellules Th2 et est caractérisé par la
sécrétion de quantités élevées de TGF-B. Méme si les mécanismes permettant l'induction
des cellules CD4" régulatrices de type Th3 au niveau du GALT, sont mal connu, leur
différenciation in vitro semble étre favorisée par I'lL-10, I'IL-4 et le TGF-B (Seder et al., 1998).
Le réle des Th3 semble donc particulierement important au niveau tissu intestinal. Ces
cellules interviennent principalement dans le maintien de la tolérance. L'intestin est donc un
site privilégié dans la différenciation en iTregs. Au sein de cette muqueuse, de nombreuses
cellules ont la capacité de sécréter du TGF-B induisant la sur-expression de I'intégrine aE (=
CD103) B7 présent a la surface des DCs CD103". Ces DCs CD103*(aEB7) sont capables de
produire de large quantité d’acide rétinoique (RA) indispensable a la différenciation des T
CD4" naives en iTregs (Coombes et al., 2007). Le RA est un précurseur de la vitamine A. Le RA
est considéré comme facteur inducteur des Tregs et est impliqué dans le maintien de
I’'homéostasie immunitaire intestinale. Ainsi, un déficit en RA induit une exacerbation de
I'EAE chez les souris. De plus, de nouvelles données suggerent qu’'un défaut dans la

fonctionnalité des Tregs pourrait étre a 'origine des IBD (Himmel et al., 2008).

3.6.1.2.2.Les cellules T régulatrices inductibles CD8" : iCD8" Tregs

Les cellules iCD8 Tregs aussi appelées Tc regs (T régulatrices cytotoxiques) (Li et al.,
2011) se différencient en périphérie a partir de CTL en présence d’IFN-y. Au sein du thymus
comme dans les organes lymphoides périphériques, les iCD8'Tregs représentent moins d’1%
des cellules T CD8" qui pour 40% d’entres elles sont des lymphocytes intestinaux (Smith and
Kumar, 2008). Leur identification est difficile du fait du manque de marqueur spécifique
présent a leur surface. Cette population est caractérisée par le phénotype suivant : CD8*CD4"
FoxP3*TCRaB". Chez les rongeurs comme chez 'Homme, les cellules iCD8 Tregs présentent
les marqueurs caractéristiques des cellules T activées comme le CD122 (chaine B du
récepteur a I'lL-2), le CD25, l'intégrine CD103 et le CD28 (Gol-Ara et al., 2012; Uss et al.,
2006).

La différenciation des CTL en iCD8'Tregs semble nécessiter la présence d’IL-2 et
d’IFN-y. L'IFN-y étant sécrété majoritairement par les Trl, il semble que ces cellules soient

essentielles au développement et a I'induction des iCD8"Tregs.
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Le role régulateur des cellules Treg CD8" in vivo a pu étre mis en évidence dans le
modeéle de I'EAE, par transfert adoptif de la tolérance par des cellules T CD8" (Chen et al.,
1995). Par ailleurs, des cellules T CD8" isolées de souris tolérisées sont capables d'inhiber in
vitro la prolifération et la production d'anticorps spécifiques (Lider et al., 1989). En revanche,
des souris déplétées en cellules T CD8" par injection d’anticorps anti-CD8 présentent une
tolérance orale normale dans le modéle d'EAE (Chen et al., 1995) ou dans le modéle de
tolérance a I'OVA (Garside et al., 1995). La contribution des cellules T CD8" dans
I'établissement de la tolérance orale reste encore a clarifier.

Leur dysfonctionnement chez ’'Homme entraine des maladies auto-immunes incluant
les maladies inflammatoires de l'intestin et des scléroses multiples (Brimnes et al., 2005;

Faunce et al., 2004; Joosten and Ottenhoff, 2008; Tennakoon et al., 2006).

3.6.1.3. Lescellules T régulatrices mémoires (mTregs)

Les lymphocytes T mémaoires sont circulants dans la lymphe, les ganglions lymphatiques,
le sang et la rate. Leur seuil d'activation est plus faible comparé aux lymphocytes T naifs ce
qui rend la réponse mémoire plus rapide et efficace permettant une élimination du
pathogeéne lors d’une ré-exposition. Les cellules T régulatrices mémoires co-exprimant le
CD4 et le CD8 ont été reportées chez 'Homme mais également chez différents especes
animales (Nascimbeni et al.,, 2004). Cette population de lymphocytes est non-
conventionnelle et rare (<5%), cependant leur nombre augmente considérablement lors
d’une réinfection. Sanchez et ses collaborateurs, en 2012 ont pu montrer I'existence d’une
population de Tregs spécifiques de I'antigéne qui pouvait étre activée et étre amplifiée lors
d’une infection virale in vivo. Comme les cellules T CD4" non-régulatrices, les cellules T
activées subissent une conversion sous la forme de cellules mémoires apres résolution de
I’épisode infectieux. Dans cette étude, ils mettent également en évidence la capacité de ces
cellules Tregs mémoires a proliférer, sécréter de forte concentration d’IL-10, réparer les
dommages tissulaires et supprimer I'inflammation induite par les cellules T mémoires non
régulatrices (Sanchez et al., 2012). Les cellules Tregs mémoires FoxP3*TCRaB" sécrétent de

IIL-10 et de I'lIFN-y.
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Bien qu’elles soit tres peu étudiées, le porc compte également une population majeure de

cellules Tap CD4'CD8" exprimant le FoxP3 décrites par Kiser et collaborateurs en 2008

(Kaser et al., 2008a) (Tableau 5).

3.6.2. Roles et différent mode d’action des Tregs

Le role majeur des Tregs est de supprimer |'activité des cellules T effectrices.
Cependant, chaque sous population de cellules Tregs agit sur différentes cibles et n’ont pas
toujours les mémes mécanismes d’action (Figure 17).
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Figure 17: Mécanismes d’action et cellules cibles des Tregs

[l Facteurs solubles suppressifs
[ Compétition avec les facteurs de croissance
[l Basés sur le contact cellulaire

Ainsi contrairement aux nTregs dont le role semble préférentiellement lié¢ a la
prévention des maladies auto-immunes, les iTregs semblent majoritairement impliquées

dans la diminution de l'inflammation chronique et le maintien d’'un environnement non-
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inflammatoire dans I'intestin (Curotto de Lafaille and Lafaille, 2009). Les Tr1 et les Th3 sont
particulierement importants au niveau du tissu intestinal. Ces cellules interviennent
principalement dans le maintien de la tolérance notamment vis-a-vis des bactéries
commensales. Les iCD8'Tregs ont un rdle dans la régulation de Ialloréactivité, des
transplantations et de I'autoimmunité (Smith and Kumar, 2008). Les Tregs mémoires quant a
elles ont un réle majoritaire dans la suppression de I'inflammation induite par les cellules T
mémoires non-régulatrices lors d’une ré-exposition a un élément étranger.

Chacune de ces populations de Tregs agissent sur différentes cibles. Les nTregs ont
un rdle pivot dans les effets immunosuppresseurs contre les cellules T CD8", les cellules Th1
et les cellules NK (Marie et al., 2005). Les Tr1 et les Th3 agissent sur I'ensemble des cellules T
effectrices (Thl, Th2, Th17, CTL, cellules NK), via I'action de leurs sécrétions cytokiniques
(Peterson, 2012). Les iCD8'Tregs ciblent les cellules T activées (Smith and Kumar, 2008). Il est
important de noter que les iCD8 Tregs doivent étre activées avant de pouvoir réguler
I'activité des autres cellules T effectrices. Cette activation peut étre accomplie apres
stimulation du TCR initiée par I'association peptide/récepteur spécifique telle que les PRRs
présentés par les APCs (Kumar, 2004).

Les capacités de suppression des cellules Tregs peuvent étre regroupées en trois
voies principales : 1/ la production de facteurs solubles suppressifs, via un effet local visant a
établir une compétition pour les différents facteurs de croissance ou via des mécanismes
dépendant d’un contact cellulaire; 2/ elles peuvent agir également directement sur les
cellules T effectrices et/ou sur les APCs et 3/ via des facteurs solubles pouvant directement
supprimer les effets des cellules T effectrices (Figure 17) .

Ce mécanisme impliquant les facteurs solubles IL-10, IL-35 et TGF-B vont agir
directement sur les cellules T effectrices pour supprimer leurs effets. Un autre facteur
soluble produit par les Tregs appelé la protéine de fibrogene de type 2 (FLG-2) posséde un
effet apoptotique sur les populations T effectrices (Shalev et al., 2009). Les facteurs solubles
constituants le systéme perforine/granzyme A et B sont également connus pour initier un
effet apoptotique sur ces cellules (Grossman and Ley, 2004).

Le second mécanisme d’action utilisé par les Tregs pour supprimer |'action des T
effectrices consiste a établir une compétition pour les facteurs de croissance et notamment

pour I'lL-2 induisant ainsi a I'apoptose des cellules cibles (Vignali et al., 2008).
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Enfin, le dernier mécanisme d’action utilisé par les Tregs pour limiter les effets des
cellules T effectrices fait intervenir les contacts cellulaires. Ainsi, la galectine-1 est une
protéine surexprimée par les Tregs. L'interaction entre la galectine-1 et son récepteur
présent sur les cellules T effectrices induit I'apoptose des cellules T effectrices (Garin et al.,
2007). Les Tregs peuvent supprimer les effets de leurs cellules cibles via les APCs. En effet,
I'interaction des molécules de surface exprimée par les Tregs comme CTLA-4 et le géne
d’activation des lymphocytes (LAG-3) avec leur récepteur respectivement le CD80/86 et le
MHCII présent a la surface des APCs réduit la capacité des APCs a activer les cellules T
effectrices (Peterson, 2012; Vignali et al., 2008; Workman et al., 2009). De plus, il a été mis
en évidence que les Tregs pouvaient étre a l'origine de la production d’'une enzyme
immunorégulatrice dégradant le tryptophane par les DCs, I'indoléamine 2,3-dioxygénase

(IDO) capable d’inhiber la prolifération lymphocytaire (Mellor and Munn, 2004).

C. Les cellules Th1/Th17/Tregs : Acteurs clés de la balance immunitaire

régulant I’'homéostasie

L’activation des cellules Th1/Th17 ou Tregs doit étre régulée de telle facon que
I'organisme puisse se défendre contre tous agents pouvant perturber cette homéostasie
(agents microbiens ou xénobiotiques) et permettre une tolérance immunitaire
inflammatoire a bas bruit en réponse a des antigenes du soi ou a des bactéries commensales
et ainsi empécher une réaction inflammatoire excessive qui serait nocive pour I'héte.

Les cellules Thl produisant de I'lFN-y, de I'lL-12, de I'IL-2 et du TGF-B interviennent
majoritairement dans I'immunité cellulaire notamment dans I’élimination des bactéries
phagocytées et la prolifération des lymphocytes T. En effet, I'IFN-y va activer les
macrophages qui vont phagocyter des bactéries et ainsi initier I'inflammation. Récemment, il
a été mis en évidence que I'lL-12 produit par les cellules Thl joue un réle important dans la
pathogénese des IBD et notamment dans la maladie de Crohn (Neurath et al., 2002). Tout
comme les cellules Th1l, les cellules Th17 sont également impliquées dans la pathogéneése de
la maladie de Crohn.

Alors que celles-ci sont connues pour induire une forte réponse inflammatoire (cf:

paragraphe 3.2), les cellules Tregs ont pour réle de limiter cette inflammation en sécrétant
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des molécules anti-inflammatoires (cf: paragraphe 3.6). Cependant, leur différenciation
respective reste interconnectée. En effet, elles partagent un facteur de différenciation
commun : le TGF-B. Ainsi, un lymphocyte Th naif peut devenir une cellule Treg en présence
de TGF-B et de I'activation paralleéle du facteur de transcription spécifique des Tregs : FoxP3
(Chen et al., 2003). Cependant, la présence simultanée de TGF-B, d’IL-6 (Veldhoen et al.,
2006a) ou d’IL-21 (Korn et al., 2007) et d’IL-23 inhibe la différenciation des cellules Th naives
en Tregs pour donner des Thl7 parallelement a l'activation de ROR-yt, facteur de
transcription des cellules Th17 (lvanov et al., 2006).

La différenciation des cellules Th naives en Th1l7 ou Tregs repose sur une délicate
régulation essentiellement basée sur deux éléments: I'environnement cytokinique dans
lequel se trouvent les cellules Th naives (TGF-B, IL-1, IL-2, IL-6, IL-21, IL-23, IL-10 ou encore le
RA) et l'activation des différents facteurs de transcription engagés dans les voies de
différenciation en cellules Th17 (RORs, STAT3, IRF-4 et Ahr) (cf : paragraphe 3.2.1.2) ou en

cellules Tregs (FoxP3) (cf : paragraphe 3.6) (Figure 18).
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Figure 18: Balance inflammatoire Th17 — Tregs

Les cytokines et d’autres facteurs tels que le RA ont la capacité de réguler
I’expression de ces facteurs de transcription. En effet, les cytokines IL-6 et IL-21 agissent sur
le contréle de la balance FoxP3/RORyt. IL-6 a une action inhibitrice sur la fonctionnalité des
Tregs en empéchant la génération des iTregs conduisant a I'induction des Th17. A l'inverse,
chez la souris une mutation du gene de I'lL-2, facteur de survie des Tregs entraine une
diminution drastique du nombre de Tregs et augmente la fréquence des cellules Th17
laissant supposer que I'IL-2 inhibe I'induction des Th17 pour promouvoir la génération des
Tregs (Laurence et al., 2007). Un autre facteur intervient également dans cette plasticité
phénotypique et fonctionnelle : I'acide rétinoique (RA). Celui-ci, comme I'IL-2, favorise le
développement des Tregs et des Th17 (Mucida et al., 2007). La présence de RA supprime la
surexpression d’IRF-4 et du récepteur a I'lL-23 induisant une diminution de la différenciation
des Th17 (Xiao et al., 2008). De plus, in vivo, la liaison entre le RA et son récepteur nucléique
RARa induit I'activité du promoteur du géne FoxP3 (Kang et al., 2007). Ahr est un facteur de

transcription partagé entre ces deux voies de différenciation. En effet, parmi les ligands
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d’AhR, le 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) peut induire une expression de FoxP3
et générer des Tregs alors que le 6-formylindolo[3,2-b]carbazole (FICZ) également connu
pour étre un ligand d’AhR va promouvoir la différenciation des Th17 (Quintana et al., 2008;
Veldhoen et al., 2008).

Récemment, Yang et al, 2008 ont montré, dans un modele souris, qu’il existe une
plasticité possible apres leur différenciation, les cellules Th17 et cellules Tregs pouvant
changer de phénotype et de fonction. Ainsi, in vitro une cellule iTreg peut étre reprogrammé
afin de présenter un phénotype de type Th17 sous l'influence de TGF-B et d’IL-6 apres cing
jours de différenciation et produire alors de I'IlL-17 (Yang et al., 2008). Cependant, en
présence de RA, I'lL-6 ne suffit pas a induire la reprogrammation d’une iTreg en Th17. Cette
ré-expression du programme Th17 dans les cellules T FoxP3" se fait en deux étapes. La
premiére étant une réduction de I'expression de FoxP3 et la seconde une activation de
RORyt et RORa provenant de I'inhibition générée par FoxP3 (Korn, 2009).

De plus, il est a noter que génétiquement les facteurs de transcription RORyt et RORa
sont physiquement associés avec le FoxP3 sur un méme locus (Du et al., 2008). Cette
association constitue la base moléculaire de la relation réciproque entre les cellules Th17 et

Tregs.

74



INTRODUCTION

Chapitre 2 : Les mycotoxines

A. Généralités sur les mycotoxines

Les mycotoxines sont des métabolites secondaires de diverse nature chimique
synthétisées par des champignons filamenteux toxinogénes appartenant principalement aux
genres Aspergillus spp., Penicillium spp., Fusarium spp. et Byssochlamys spp. Les
champignons produisant ces mycotoxines sont ubiquitaires. Ainsi, on les retrouve sur les
plantes ou les grains au champ (blé, mais, riz, orge) mais également au cours du stockage des
produits agricoles, ou dans les papiers peints, les faux plafonds et les ventilations des
logements insalubres.

La complexicité de la mycotoxinogénése vient du fait que la présence de champignon ne
signifie pas systématiquement présence de mycotoxines et vice versa. Un champignon peut
synthétiser plusieurs types de mycotoxines et une mycotoxine peut étre produite par

différents genres de champignons (tableau 7, inspiré du rapport de I’AFSSA, 2009).
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exemple, est alors fréquente tout au long de la vie et le faible diamétre (de 2 a 3 mm) de ces
spores leur permet d’atteindre facilement le tractus respiratoire ou encore de traverser les
alvéoles pulmonaires (Gauthier et al., 2012).

Si a I'heure actuelle, plus de 300 mycotoxines ont été recensées, leurs potentiels effets
toxiques a I'égard de I'Homme et des animaux ont été identifiés pour seulement une
trentaine d’entre elles. Leur présence étant ubiquitaire, 'apport de connaissance sur leurs
propriétés toxinogenes et le développement de procédés d’élimination ou d’inactivation de

ces toxines présentent un véritable défit pour la santé humaine et animale.

1. Contamination par la voie alimentaire

L’organisation des Nations Unies pour I'alimentation et I'agriculture (FAO) évalue a
25% la part des denrées contaminées par les mycotoxines au niveau mondial correspondant

a un milliard de tonnes (CAST, 2003) (Figure 19A).
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Figure 19: Exposition par voie alimentaire : contamination des denrées par les mycotoxines

Cependant, il est difficile de réellement chiffrer les pertes financiéres du fait de la

multiplicité et de la complexicité des répercutions liées a la présence de ces toxines dans
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I’'alimentation (baisse de rendement des cultures, de la valeur des denrées contaminées et
de la productivité dans le secteur de I'élevage, problémes de santé humaine et animale).

En tant que contaminant alimentaire, ces mycotoxines se retrouvent dans les produits
céréaliers mais également les fruits, noix, arachides, grains, fourrages ainsi que dans les
produits dérivés de ces matieres premieres, destinés a la consommation humaine et animale
(Figure 19B).

Les mycotoxicoses sont liées a I'ingestion aigué ou chronique de mycotoxines. Une
ingestion aigué peut induire, en fonction de la nature de la toxine, des hépatites, des
hémorragies, des néphrites, une nécrose de la peau et des muqueuses orales et intestinales,
une agrunolose et des septicémies allant jusqu’a la mort (Pier et al., 1980).

Chez 'homme, la mycotoxicose la plus anciennement connue est I'ergotisme. Les
symptomes de cette maladie due a I'ingestion de toxines produites par Claviceps entrainent
un état de délire, prostrations, douleurs violentes, abces, allant jusqu’a une gangréne des
extrémités. Mais I'ergotisme n’est pas la seule maladie liée a une contamination par les
mycotoxines. D’autres mycotoxicoses ont été découvertes plus récemment. Dans les années
1940, une pathologie suspectée d’étre causée par les trichothécénes appelée I'Aleucie
toxique alimentaire (ATA) a été responsable de la mort d’au moins 100 000 personnes en
Union Soviétique. Cette maladie entraine les symptomes suivants : fievre, vomissements,
inflammation aigué du tube digestif, désordres sanguins et atteinte du systeme
hématopoiétique pouvant aboutir a la mort de I'individu. Plus récemment en 2004 au Kenya,
une intoxication aigué due a I'ingestion de mais contaminé a |'aflatoxine a entrainé la mort
de 125 personnes (Lewis et al., 2005). Cependant, a I’heure actuelle, en Europe, I'exposition
a des doses élevées de toxines demeure exceptionnelle grace a la mise en place d’une
réglementation sur de nombreuses mycotoxines identifiées pour leurs potentialités toxiques
envers I’homme ou les animaux. Cependant, la présence de mycotoxines reste un probleme
de santé publique et animale du fait d’'une exposition répétée a ces contaminants, en raison
des habitudes alimentaires. En effet, elles peuvent produire des effets toxiques chroniques a
de faibles voire tres faibles doses (AFSSA, 2009; Oswald et al., 2005; Pinton et al., 2012a).

La littérature vétérinaire rapporte également des cas de mycotoxicoses, notamment le
syndrome de Turkey X ou « maladie de la dinde », entrainant la perte en Angleterre des
milliers de dindes, de canetons et autres animaux domestiques dans les années 1960 (AFSSA,

2009). Cette mycotoxicose s’est révélée étre due a la présence d’aflatoxines, mycotoxines
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produites par Aspergillus flavus en quantités importantes dans la farine d’arachide importée
du Brésil dont on nourrissait les volailles. Au-dela des mycotoxicoses due a une
contamination aigue, l'ingestion de mycotoxines sur une longue période peut induire une
diminution de la productivité, une détérioration de la qualité du produit mais également une

toxicité pour certains organes.

2. Contamination par la voie respiratoire

Bien qu’essentiellement identifiées comme contaminants alimentaires, les mycotoxines
peuvent emprunter d’autres voies d’entrées pour pénétrer dans I'organisme. Elles peuvent
étre absorbées par la peau ou encore inhalées.

Chez 'homme, [linhalation de spores fongiques et d’éléments mycéliens émis en
quantité dans I'air par les champignons entraine des pathologies respiratoires et cutanées
telles que des altérations du systeme immunitaire, une inflammation non spécifique des
voies respiratoires, des dermatites, de I'asthme ou encore des mycoses broncho-
pulmonaires allergiques (Bex et al., 2006; Cai et al., 2011). Une relation avec la présence de
mycotoxines contenue dans ces spores a été montrée dans le cas de I'asthme (Schutze et al.,
2010). Certaines professions du milieu agricole sont considérées comme des professions plus
a risques vis-a-vis des problemes respiratoires aigus ou chroniques liés a I'inhalation de
mycotoxines contenues dans les poussieres végétales (ATS, 1998). Le personnel des
professions agricoles est donc plus sujet aux atteintes bronchiques (bronchite chronique,
trouble ventilatoire obstructif et, de facon variable, asthme et alvéolites allergiques). Il a été
montré par des expérimentations animales puis chez I'homme, que l'inhalation de toxines
bactériennes ou fongiques, s'accompagnait d'un afflux de cellules inflammatoires
(notamment de polynucléaires neutrophiles) au niveau des espaces aériens terminaux
(Rylander, 1994). Dans les milieux a risque d'alvéolite allergique, l'intervention de
mécanismes immuno-allergiques a été suggérée par des études épidémiologiques et

immunologiques (Dalphin, 1996) (figure 20, d’aprés (Merchant, 1987)).
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X 1) AN Song Resuts stay rihanes . §2) Observatore des inégaites [}

Tableau 1 : aérocontaminants agricoles et troubles respiratoires*®

Substances végétales

Ceéreéales, foin, coton, lin, chanvre,
tabac, café, thé, soja, oléagineux,
épices, pollens,...

Asthme, rhinite,
Bronchite chronique,
Obstruction bronchique,

Microorganismes Alveolite allergique extrinseque,
¢ Moisissures Organic dust toxic syndrome,
¢ Bactéries (dont actinomypétes Asthme et hyperréactivité
—thermophiles)}—— bronchique,
e Toxines bactériennes et Obstruction bronchique
fongiques chronique
Protéines et squames animales Asthme, rhinite,

Alvéolite allergique extrinséque

Acariens et insectes

Asthme, rhinite,
Alveolite allergique extrinseéque

Produits chimiques et gaz toxiques
NH,, H,S, CO,, CO, NO,, SO,,

Toux, bronchiolite, asthme,
Oedéme pulmonaire, fibrose

A. lllustration représentant une exposition des
ouvriers agriculteurs aux poussieres d’éléments
mycéliens et autres aéro -contaminants au

cours des moissons

B. Tableau regroupant les contaminants aériens
agricoles et les trouves respiratoires associés
adapté d’apres Merchant, JA, 1987

Figure 20: Exposition par voie respiratoire du personnel agricole
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Actuellement, la prévalence des allergies liées a la présence de moisissures touche pres
de 6% de la population totale. Les Aspergillus appartiennent a une grande famille de
moisissures qui peuvent provoquer de I'asthme et des infections oculaires. Des études ont
montré la présence d’aflatoxines, mycotoxines produites par les Aspergillus, dans I'air
ambiant de moulin d’arachide, dans les ateliers de préparation d’aliments pour animaux ou
dans les poussiéres de mais lors de la moisson (Autrup et al., 1991). Dans certains cas, la
présence de ces poussieres est associée a des effets délétéres sur la santé humaine. Une
fréquence des cancers du foie et des poumons plus élevée a été mise en évidence chez des
travailleurs d’une usine d’arachide, due a la présence d’aflatoxine, par rapport a des
individus non exposés (Hayes et al., 1984).

Cependant, le personnel agricole n’est pas le seul a étre exposé aux mycotoxines par voie
respiratoire. En effet, la présence de moisissures toxinogenes dans les logements insalubres
est également une source d’exposition de la population aux mycotoxines pouvant étre a
I'origine de maladies infectieuses. Selon I'INSEE, le nombre de logements présentant des

signes d’humidités sur les murs était de 5 848 en 2002 (figure 21).
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Logements sans confort

2002 2002 (2006 2006

en Milliers |en % |en Milliers |en %

Sans confort sanitaire : absence d'un des éléments (eau courante,

installation sanitaire, WC intérieurs) 612 25 391 13
Immeuble insalubre ou menacant de tomber en ruine (1) 267 1,1 273 1
Aucune installation pour faire la cuisine (1) 93 0,4 108 04
Aucun moyen de chauffage ou avec des movens de chauffage sommaires 19386 8,2 1 580 6

Electricité déficiente : installation non encastrée, fils non protégés par des
1167 4.8 1030 3.9

baguettes, ou pas de prise de terre

Signes d'humidité sur certains murs 5 548 23,8 5 347 20,4

Infiltrations d'eau ou inondations provenant d'une fuite d'eau dans la
. 352 A 654 2,5
plomberie

our faire Iz cuisine ou dans un immeuble insalubre

ré comme un ordre de grandeur. Lecture -1 030 00 ments ont une electricité

des résidences principales. Champ : France métropolitaine, résidences principales.

A. lllustration représentant des murs contaminés par des moisissures
B. Tableau regroupant le nombre de logements insalubres en France en 2013 (INSEE)

Figure 21: Exposition par voie respiratoire a travers les logements insalubres

De plus, une étude réalisée en 2000 a consisté au prélevement de 79 échantillons de
papiers peints provenant d’immeubles finlandais humides afin d’identifier les genres

fongiques et d’établir la présence potentielle de mycotoxines. Sur I'ensemble des
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échantillons, 17 mycotoxines ont été identifiées. 24% des échantillons étaient positifs pour la
stérigmatocystine, mycotoxine précurseur de I'aflatoxine et 19 % des échantillons étaient
positifs pour une famille de mycotoxines, les trichothécenes, qui incluait les satratoxines G et
H, le diacetoxyscirpénol (DAS), le 3-acétyl-déoxynivalénol (3a-DON), le déoxynivénol (DON)
et la toxine T-2 (Tuomi et al., 2000).

La présence de diverses moisissures productrices de nombreuses mycotoxines a été
identifiée dans les échantillons de poussiéres et d’air ambiant de foyers canadiens (Kuhn and
Ghannoum, 2003; Scott, 1986). De plus, la présence de mycotoxines de la famille des
trichothécenes, notamment de la toxine T-2 a été également détectée dans des poussiéres
de systémes de ventilation (Smoragiewicz et al., 1993).

Parmi I'ensemble de ces mycotoxines identifiées, la famille des trichothécenes
représente un véritable probleme émergeant du fait de I'augmentation de la présence des
champignons producteurs de trichothécenes dans I’hémisphére nord et notamment en
Europe.

Le déoxynivalenol (DON) et la toxine T-2 (T-2), ont donc été étudiées dans le cadre de

cette étude. Leurs effets et propriétés respectives sont détaillés ci-apres.

B. Les trichothécenes, puissants immuno-modulateurs

Produits principalement par les champignons du genre Fusarium, Trichoderma et
Stachybotrys, les trichothécenes font partie du groupe des sesquipertenoides qui possedent
un squelette tricyclique, une double liaison en C-9,10 et un groupe époxyde en C-12-13
(Yagen and Bialer, 1993). Les trichothécenes sont divisés en quatre groupes selon leur
structure chimique du type A au type D. Toutes les toxines de type A ont un groupement
cétone, oxyde, hydroxyle ou ester en position C-8 alors que les toxines de type B possedent
toutes un groupement carbonyl en C-8 (Meissonnier et al., 2008). Ces deux groupes sont les
plus largement représentés (Wannemacher and Wiener, 1991) (figure 21). Cependant, il
existe aussi les trichothécenes de type C incluant la crotocine et les trichothécenes du

groupe D composés de la verrucarine A et de la rorodin A (Ueno, 1984).
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Trichothécenes R1 R2 R3 R4 RS
Type A
Toxine T-2 OH OAc OAc H (CH3;»CHCH\.COO
Toxine HT-2 OH OH OAc H  (CH;»CHCH,COO
Diacétoxyseripénol OH CH;COO CH;COO H H
Type B
Déoxynivalénol OH H OH OH o]
Nivalénol OH OH OH OH o]
Fusarénone-X OH OAc OH OH O
15 acétyldéoxynivalénol OH H OAc OH o]
3 acétyldéoxynivalénol OAc H OH OH (0]

Figure 22: Structures chimiques des principaux trichothécenes de type A et de type B
d’aprés Meissonier et al. 2008

La premiere intoxication liée a la présence de trichothécenes est survenue en 1891
en Sibérie orientale et fut désignée sous le nom de maladie chancelante (Grevier-Rames,
1989). En 1940, ces mycotoxines sont suspectées d’étre a l'origine de I'’ATA décrite
précédemment, révélant leur possible action sur les cellules de la réponse immunitaire.
Cependant, ces toxines sont également connues pour leur action toxique vis-a-vis d’autres
cellules eucaryotes aussi bien chez les plantes que chez les animaux. En effet, une de leur
particularité repose sur leur capacité a inhiber la synthese protéique. Ainsi, il a été montré
que les trichothécenes ont la capacité d’inhiber une enzyme des ribosomes eucaryotes
appelée la peptidyl-tranférase en se liant a la sous-unité 60S stoppant ainsi la synthese des
protéines (Liao et al., 1976). Il semble également que le DON, comme la toxine T-2, ait une
action indirecte en facilitant le clivage de I'ARN 28S ou en le rendant inaccessible aux
ribonucléases cellulaires expliquant en partie leur activité ribotoxique (Li and Pestka, 2008).

De plus, ils alterent la structure des membranes et les fonctions mitochondriales et
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conduisent également a l'apoptose cellulaire notamment au sein de la lignée T Jurkat
humaine (Rocha et al., 2005). Dans d’autres cas, le DON peut entrainer I'apoptose des
cellules par activation de la caspase 3 (Zhou et al., 2005).

Parmi les especes animales les plus touchées par I'exposition aux trichothécenes,
I’espéce porcine compte parmi les plus sensibles. Celui-ci a donc été choisi comme modele
expérimental dans ce travail tout d’abord car il est une cible de I’exposition aux mycotoxines
par son alimentation riche en céréales mais également parce que c’est une espéce modele
pour 'homme notamment a travers ses similitudes avec le systeme immunitaire humain.
Ainsi, 'essentiel des données de toxicité aigué, chronique et de cytotoxicité regroupées dans

les chapitres ci-aprés ont été observées et obtenues chez cette espece.

1. Les trichothécenes de type A

Les trichothécénes de type A regroupent, entre autres, la toxine T-2 (T-2), la toxine HT-2
(HT-2) et le diacétoxyscirpénol (DAS).

Au cours de ce travail de recherche, un focus sur les effets de la toxine T-2 a été entrepris.
En effet, cette mycotoxine est le trichothécéne de type A le plus communément retrouvé

dans I’hémisphere nord.

1.1. La toxine T-2

La toxine T-2 correspond au 12,13-epoxytrichothec-9-ene-3,4,8,15-tetraol,4,15-
diacetate8-isovalerate , de formule brute : Cy4H340,. Elle est produite principalement par F.
sporotrichoides, F. langsethiae et F. poae. Malgré sa répartition mondiale, son niveau de
contamination est largement inférieur au niveau de contamination atteint par les
trichothécenes de type B décrit dans le paragraphe 2 de ce chapitre (AFSSA, 2009).
Cependant, la toxine T-2 a été montrée comme étant la plus toxique de la famille des

trichothécenes.

86



INTRODUCTION

1.2.Niveau de contamination par la toxine T-2

La toxine T-2 est retrouvée majoritairement sur les produits céréaliers.. En effet, des
cas de contamination par les toxines T-2 et HT-2 ont été décelés dans des cultures de blé et
d’orge dans divers pays asiatiques, au Japon, en Chine ou encore au Népal et en Corée.

Cependant, bien que retrouvée a I'échelle mondiale, elle est plus largement
retrouvée dans I’hémisphere nord, et I'Europe ne fait pas exception a cette regle. Une étude
réalisée en 2010 a permis de déterminée le niveau de contamination. Celle-ci regroupait 12
participants européens. Un total de 3490 échantillons ont été analysés pour la toxine T-2 et
parmi ces échantillons 20% étaient contaminés touchant tous types de céréales (blé, orge,
avoine, seigle). 21% des échantillons de blé contenaient de la toxine T-2 a des niveaux de
concentrations variables (compris entre 2 a 160 pg/kg). Seulement 3% des échantillons
d’orge et 16% des échantillons d’avoine étaient contaminés par la toxine T-2. En revanche,
leurs concentrations étaient nettement plus importantes. Par exemple pour l'orge, les
concentrations de toxine T-2 pouvaient atteindre 280 pg/kg et 550 ug/kg dans I’avoine (EFSA,
2010).

1.3.Exposition a la toxine T-2 et réglementation/recommandation

européenne

La consommation journaliere de ces toxines issues des céréales a été estimée par Eriksen
et Alexander en 1998 a 130 ng/kg de poids corporel (pc) (Eriksen and Alexander, 1998). En
France, selon le rapport de I’Afssa publié en 2009, les niveaux d’exposition moyens des
adultes et des enfants ont été respectivement estimés a 75 ng/kg pc/j et 111 ng/kg pc/j
(AFSSA, 2009). En Europe, I'exposition aux toxines T-2 et HT-2 est estimée respectivement a
8 ng/kg pc/j et a 9 ng/kg pc/j.

Depuis le 27 mars 2013, le journal officiel de I’'Union Européenne détermine une dose
journaliére tolérable (DJT) de 100 ng/kg pc pour la somme des toxines T-2 et HT-2

(Commission Européenne., 2013).
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1.4. Toxicité de la toxine T-2

Chez I'animal, la toxine T-2 est rapidement absorbée aprés ingestion et distribuée de
maniére similaire dans I'organisme sans accumulation dans un organe spécifique. La toxine
T-2 est rapidement métabolisée par déacétylation, hydroxylation, glucuronoconjugaison et
dé-époxydation : la principale voie de biotransformation est une déacétylation qui aboutit a
la formation de la toxine HT-2 (EFSA, 2010).

Les études in vivo réalisées avec les trichothécénes de type A ont montré des effets
cliniques variables en fonction de I'espece animale utilisée, des voies de contamination ou
du mode d’administration des toxiques, de la durée d’exposition et des concentrations

utilisées.

1.4.1. Toxicité aigué de la toxine T-2

D’aprés le JECFA (comité joint d’experts FAO/OMS sur les additifs alimentaires), chez les
rongeurs, la dose létale 50 (DLsg) est comprise entre 5 et 10 mg/kg de pc (JECFA, 2003a).
Cependant en 1987, Creasia et son équipe réalisent une expérience a |'aide du modele rat
visant a déterminer les effets toxiques d’une inhalation de forte dose de toxine T-2
(comprise entre 0,02 mg de T-2/L d’air et 2,4 mg de T-2/L d’air). Dans cette étude, les
auteurs ont observé une importante toxicité allant de la Iéthargie, des frissonnements et de
la prostration jusqu’a la mort. Les valeurs de DLsg obtenues pour les jeunes rats étaient de
0,24 mg/kg pc et 0,94 mg/kg pc pour des rats adultes. lls ont pu déterminer qu’une
inhalation de toxine T-2 (en toxicité aigué) s’avere 10 fois plus toxique qu’une administration
systémique (DLsode 4,5 mg/kg pc) et 20 fois plus toxique qu’une exposition dermale (DLso de
10 mg/kg pc) (Creasia et al., 1987).

Chez le porc, une administration par voie intraveineuse (i.v.) de 0,13 a 3,2 mg/kg pc
induit des vomissements, une parésie postérieure et une léthargie, des mouvements
désordonnés, de fréquentes défécations, une importante mastication et salivation. La DLsg
pour une administration en i.v. de toxine T-2 chez des porcs de 3 a 50 kg est de 'ordre de 1,2
mg/kg pc (Pang et al., 1986). D’autres voies d’expositions a la toxine T-2 chez le porc ont été
également étudiées et notamment |'exposition par inhalation ou via une application locale

au niveau du derme. Ces applications ont également induits des vomissements, des cyanoses,
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des anorexies, une léthargie, une faiblesse des parties postérieures, une fieévre persistante,
des rougeurs de la peau associée a des ulcérations des surfaces de I'épiderme et des
cedémes (Pang et al., 1987a, , 1988; Pang et al.,, 1987c). En 1990, Creasia et ses
collaborateurs réalisent une étude comparant deux voies différentes d’administration de
fortes doses de toxine T-2 chez le porc. Les résultats de cette étude montrent que les lésions
observées a la suite d’une inhalation de fortes doses de toxine T-2 sont équivalentes a celles
observées aprés une administration systémique (Creasia et al., 1990).

Chez le porc, une administration par inhalation de 10 mg de T-2/kg pc (Creasia and
Lambert, 1987), provoque une mortalité des animaux, associée a des hémorragies au niveau
du ventricule gauche et une congestion des méninges. De graves |ésions macroscopiques et
microscopiques étaient observées au niveau de la muqueuse gastrique et intestinale
associées a des nécroses sur I'ensemble des organes lymphoides.

En association avec des effets émétiques, léthargiques et nécrotiques du derme,
I’administration d’une forte dose de toxine T-2 purifiée qu’elle soit par i.v., orale, ou via un
aérosol entraine une déplétion des cellules de la lignée lymphocytaire tout en induisant une
nécrose des tissus lymphoides. Chez le porc, des nécroses multiples ont été observées dans
le cortex du thymus (Pang et al., 1986). Il en est de méme au sein d’autres especes telles que
les poulets, les oiseaux et les lapins présentant également des atteintes nécrotiques ou des
atrophies du thymus (Meissonnier et al., 2008). Ces Iésions sévéres aux niveaux des organes
lymphoides ont un impact sur les réponses immunitaires qu’elles soient de nature

inflammatoires, humorales ou cellulaires.

1.4.2. Toxicité subchronique de la toxine T-2

Des porcs nourris avec une alimentation contaminée par 5 a 10 mg de toxine T-2/kg
d’aliment présentent une réduction de la prise alimentaire et une perte du gain de poids
altérant ainsi leur performance (Harvey et al., 1994; Weaver et al., 1978). Il est a noter que
ces symptomes de refus de prise alimentaire, réduction de gain de poids ou encore
ulcération de la cavité orale se retrouvent également sur les poussins ou canards alimentés
en présence de 0,2 a 4 mg de toxine T-2/kg d’aliment. Une étude menée chez le singe

exposé pendant 4 a 5 semaines a 0,1 mg/kg pc a permis d’observer une diminution
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importante du nombre de leucocytes (40%), de lymphocytes B et T (Jagadeesan et al., 1982)

confirmant les effets hématotoxiques et immunotoxiques de la toxine T-2 .

1.4.3. Effets de la toxine T-2 sur les mugueuses pulmonaires et

intestinales

1.4.3.1. Effets sur la muqueuse pulmonaire

La voie aérienne est connue pour étre I'une des voies d’exposition a la toxine T-2
pouvant affecter le tractus respiratoire. L'équipe de Pang et al. (1988) a mesuré I'impact
d’une inhalation de toxine T-2 chez le porc (8 mg/kg pc, dose non léthale) sur différents
parametres zootechniques, hématologiques et immunitaires. Ces auteurs observent chez les
animaux traités a la toxine T-2 : lIéthargie, cyanose, anorexie et perte de poids. D’'un point de
vue hématologique, la concentration en protéines totales dans le sérum et la concentration
en hémoglobine sont diminuées. D’'un point de vue immunologique et hématologique, le
nombre de lymphocytes décroit tandis que le nombre de polynucléaires augmentent (Pang
etal.,, 19873, , 1988).

D’autres essais d’'immunotoxicologie ont également été réalisés utilisant les modeles
cellulaires in vitro. Ainsi Gerberick et Sorenson montrent dans des macrophages alvéolaires
de rat qu’une exposition pendant 20h a une forte concentration de toxine T-2 (100 nM)

induit une cytotoxicité de ces cellules (Gerberick and Sorenson, 1983; Li et al., 2006).

1.4.3.2. Effets sur la muqueuse intestinale

Les cavités orales et le tractus gastro-intestinal sont les cibles préférentielles de la
toxine T-2 lors de la prise alimentaire. Cependant comme montrée dans le paragraphe
précédent, une administration par inhalation de la toxine T-2 peut également affectée les
mugqueuses intestinales (Thurman et al., 1988).

Un syndrome hémorragique ( gastro-intestinal a pu étre associé a lingestion
d’aliment naturellement contaminé par les trichothécenes (toxines T-2 et HT-2, DAS, DON,
15a-DON et nivalénol) chez le porc (Abramson et al., 1997). Chez de jeunes porcelets

exposés par voie orale a des doses non léthales comprises entre 0,04 et 0,64 mg/kg pc (1 a
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16 mg T-2/kg d’aliment) pendant 8 semaines, il a été observé une diminution du gain de
poids dés 0,04 mg/kg pc avec refus de s’alimenter et de légeres Iésions au niveau de la cavité
orale (Weaver et al., 1978). Chez le porc, une administration par voie intraveineuse de toxine
T-2 induit des lésions au niveau de la muqueuse intestinale. Une altération et une nécrose
des cellules épithéliales associée a des villosités atrophiées ont été les principales Iésions
microscopiques observées (Pang et al., 1987b). Il est également a noter que les organes
lymphoides associés a l'intestin et les nceuds lymphatiques mésentériques sont également
affectés par les trichothécenes de type A. Une exposition a ces composés conduit a une
déplétion des lymphocytes et une nécrose des lymphocytes des follicules lymphoides
intestinaux (Weaver et al., 1978).

Dans d’autres espéeces, la consommation d’une alimentation contaminée a la toxine
T-2 (0,6 ou 0,3 mg/kg pc/j) par des agneaux conduit a I'apparition de dermatites et de lésions
au niveau de la commissure des lévres des la premiére semaine de traitement (Friend et al.,
1983). Nagata et al. (2001) montrent que 24h aprés une exposition par voie orale a de forte
dose de toxine T-2 (10 mg/kg), les souris exposées ont une augmentation de I'apoptose des
lymphocytes et changements des sous-populations lymphocytaires dans le thymus, les
nceuds lymphatiques mésentériques et les plaques de Peyer (Nagata et al., 2001).

Quel que soit le mode d’administration de cette toxine, les principaux tissus mis en
cause se révelent étre les tissus hématopoiétiques, lymphoides et intestinaux. Ainsi comme
attendu, les effets observés au niveau cellulaire affectent principalement les cellules a haut
taux de prolifération élevée (cellules hématopoiétiques, cellules du systéme immunitaire et

cellules épithéliales intestinales).

1.4.4. Effets hématopoiétiques

Les trichothécenes de type A ont un effet hématotoxique majeur. lls affectent la
moelle osseuse hématopoiétique, les cellules de la circulation sanguine et agissent
également sur la coagulation et '"hémostase. D’aprés De Nicola et al. (1978), I'organe cible
de la toxicité de la toxine T-2 apres exposition unique ou répétée est le tissu
hématopoiétique (De Nicola et al., 1978). Les principaux symptomes produits par la toxine T-
2 se résument en une réduction des globules rouges et des plaquettes (anémie) et une

diminution des globules blancs (leucopénie). Une exposition dans le modéle souris a la
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toxine T-2 (10 ppm) pendant 2 semaines montre une hypoplasie de la moelle osseuse
conduisant a une leucocytose et une leucopénie, ainsi qu’une inhibition de I'érythropoiese
dans la moelle osseuse et la rate (Parent-Massin, 2004). De plus, des études in vitro sur
cellules humaines et de rat ont montré que la toxine T-2 est fortement cytotoxique pour les
progéniteurs hématopoiétiques aussi bien des lignées granulocytaires et monocytaires
gu’érythrocytaires et plaquettaires (Lautraite et al., 1995; Rio et al., 1997). In vitro, Ledréan
et al. (2005) montrent également que la toxine T-2 induit 'apoptose des progéniteurs
hématopoiétiques issus du sang de cordon ombilical humain apres 6 heures d’incubation en

présence de faible concentration de T-2 (Le Drean et al., 2005).

1.4.5. Effets sur les cellules immunitaires

1.4.5.1. Effets sur les macrophages et cellules dendritiques

Les études réalisées sur les cellules inflammatoires montrent un effet inhibiteur des
trichothécenes de type A sur les fonctions de ces cellules.

Sur des modeles in vitro de macrophages alvéolaires de rat, 10 a 100 nM de toxine T-
2 induit un effet inhibiteur sur la synthése d’ARN et protéique , sur la phagocytose mais
aussi une diminition de la réponse macrophagique apres stimulation par le ligand du TLR4, le
lipopolyssaccharide (LPS) (Sorenson et al., 1986). Ces mémes observations ont été reportées
par Vidal et al, (1989) sur un modeéle de macrophages péritonéaux murins (Vidal and Mavet,
1989). Dugyala et Sharma, (1997) montrent que des souris traitées oralement avec de la
toxine T-2 présentent une diminution de la production de TNF-a, d’IL-1a et d’IL-6 par les
macrophages péritonéaux stimulés par le LPS (Dugyala and Sharma, 1997). Hymery et al.
(2009) ont montré in vitro que la toxine T-2 inhibe la différenciation des monocytes en

macrophages et cellules dendritiques d’origine humaine (Hymery, 2006; Hymery et al., 2009).

Les cellules dendritiques sont également des cibles de cette mycotoxine. La toxine T-
2 inhibe le processus de maturation des cellules dendritiques. L'incubation pendant 2 jours
en présence de 1 a 10 nM de toxine T-2 induit une diminution du marqueur de surface CD86
et réduit la sécrétion d’IL-10 et d’IL-12 nécessaire a I'activation des cellules T (Hymery et al.,

2006).
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1.4.5.2. Effets sur les cellules lymphocytaires

Nagata et al. (2001) ont analysé les différentes sous populations de lymphocytes apres
24h d’exposition orale aux trichothécénes de type A (10 mg/kg). lls observent ainsi une
diminution du nombre de lymphocyte T CD4" et CD8" mais aussi des lymphocytes B dans le
thymus, les nceuds lymphatiques mésentériques et les plaques de Peyer (Nagata et al., 2001).
Chez des veaux, une forte dose de toxine T-2 (0,6 mg/kg pc/j) réduit la prolifération
lymphocytaire aux différents mitogénes (ConA, PHA) (Buening et al., 1982). Une exposition
in vitro a la toxine T-2 induit aussi une diminution de I'activité des lymphocytes NKT (Berek

et al.,, 2001).

2. Les trichothécénes de type B

Les trichothécénes de type B regroupent, le déoxynivalénol (DON), ses dérivés acétylés,
le 3-acétyl-DON et le 15-acétyl-DON ou encore la fusarénone X. Au cours de ce travail de
recherche, I'étude des effets immunomodulateurs de la toxine la plus connue de la famille
des trichothécénes : le DON ou 3a,7a,15-trihydroxy-12,13-epoxytrichithec-9-en-8-one, de

formule brute Cy5sH,007 a été entreprise.

2.1. Le déoxynivalénol (DON)

Le DON a été caractérisé par isolement dans de I'orge et dans du mais (Vesonder et al.,
1973) infecté par Fusarium. Cette toxine est principalement synthétisée par F. graminearum
et F. culmorum, deux pathogénes important du blé, de I'orge, de I'avoine, du seigle, du mais
mais aussi du riz et du sorgho. Le DON est la principale mycotoxine retrouvée en France et
les pertes dues a la contamination par le DON aux Etats-Unis sont estimées a 655 millions de
dollars majoritairement en raison des pertes de récoltes de blé (Schmale Ill and Munkvold,
2009). Cette mycotoxine est également appelée « vomitoxine » du fait de sa capacité a

induire, a forte concentration des vomissements chez le porc.
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2.1.1. Distribution et niveau de contamination par le DON

La contamination par les moisissures produisant du DON a lieu dans des conditions
de température (19-20 °C) et d’humidité élevée (Rotter et al., 1994). Comme la toxine T-2,
on retrouve des contaminations par le DON dans de nombreuses denrées alimentaires dans
différentes régions du monde. Souvent inférieure a 1 mg/kg d’aliment, la contamination
mondiale en DON peut atteindre ponctuellement 5 a 20 mg/kg dans certaines farines de
mais destinées a I'alimentation humaine (Abouzied et al., 1991). En 2001, la FAO a montré
qgue le DON est fréqguemment retrouvé dans les céréales. Sur I'ensemble des échantillons
testés, 73% des échantillons de blés et 92% des échantillons de mais étaient positifs (Canady
et al., 2001). Au Canada, Lombaert et al, (2003) ont publié une étude montrant que 63% des
céréales destinées a I'alimentation pour enfant est contaminée par la présence de DON
(Lombaert et al., 2003). Une étude réalisée entre 1999 et 2002 sur I'ensemble de 12 pays
européens a montré des niveaux de contamination en DON variable allant de 5000 ug/kg
aux Pays-bas contre 376 ug/kg en Finlande (tableau 8) (European-commission, 2003).

De plus, il est a noter qu’en France, d’aprés cette méme étude que 100% des
échantillons de blé analysés étaient contaminés par le DON ; les niveaux de contamination

en France faisant partie des plus élevés (2135 pg/kg) apres les Pays-bas.

nombre contamination | contamination
échantillons
Pays Année d’échantillons moyenne maximuin
positifs
analysés (ng/kg) (ng/kg)
Autriche 1999 68 57% 311 1250
Belgique 2001 33 15% 343 504
Finlande 2001 39 36% 91 376
France 2001 53 100% 193 2125
Allemagne 1999 26 81% 285 764
Pays Bas 2000 1114 7% 354 5000
Norvége 2001 64 53% 155 464
Portugal 2002 3 33% 744 744
Suéde 2001 44 100% 1427 2033

Tableau 8: Niveaux de contamination par le DON relevés entre 1999 et 2002 dans le blé de

plusieurs pays européens
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2.1.2. Exposition au DON et réglementation

En France, le niveau moyen d’exposition d’'un adulte au DON est de 0,28 pg/kg pc/j et
peut atteindre 0,57 pg/kg pc/j. Les enfants sont exposés a une dose en DON en moyenne de
0,45 ug/kg pc/j (AFSSA, 2009). Aujourd’hui, I'Agence nationale de sécurité sanitaire de
I'alimentation, de I'environnement et du travail (Anses) vient de publier les résultats de son
étude de l'alimentation totale (étude EAT2) initiée en 2006. Cette étude montre une hausse
des expositions pour le DON en comparaison du niveau retrouvé lors de la premiére étude
(EAT1) réalisée entre 2001 et 2005 (Anses, 2011). Les principaux aliments contribuant a cette
exposition sont le pain. Ainsi, le risque toxicologique ne peut étre écarté pour le DON et ses
dérivés acétylés.

Un certain nombre de pays ont fixé des concentrations maximales obligatoires ou
indicatives pour le DON dans les aliments destinés a la consommation humaine et animale.
Ainsi, 'Europe a adopté un reglement fixant des teneurs maximales en DON dans différents
produits. Ces données sont rassemblées dans le tableau 9 (European-commission, 2005). En
ce qui concerne lalimentation animale, la Commission Européenne a émis une
recommandation a hauteur maximum de 8 mg/kg de matiéres premiéres dans les céréales,

exceptée pour les sous-produits du mais ol la concentration recommandée est de 12 mg/kg.
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destinés aux nourrissons et enfants en bas age

Produits Teneur maximale (ng/'kg)

Céréales brutes autres que blé dur, avome et mais 1250

Ble dur et avoine bruts 1750

Mais brut 1750

Farine de céréales, y compris la farine de mais, le gruau de 250

mais et le mais moulu

Pain, patisseries, .biscgits.? collations aux céréales et 500

céréales pour petit déjeuner

Pates (séches) 750
Préparations a base de céréales et aliments pour bébés 200

+[wx[-] | H B | © 2|

Tableau 6 : Teneurs maximales en DON dans les denrées alimentaires destinées a

I’alimentation humaine

Teneur maximale recommandée en pug/kg
Produits pour un aliment pour animaux ayant une
teneur en humidite de 12%

hlatiara neamadarea antrant danc la camnacitonn dac

Tableau 9: Teneurs maximales de DON dans les denrées alimentaires destinées a

I’alimentaire humaine (A) et animale (B)
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2.1.3. Toxicité aigué

La DLsp du DON administrée par voie orale chez la souris est égale a 34 mg/kg pc soit
3 a 5 fois plus élevée que celle de la toxine T-2 (Forsell et al., 1987). Parmi les especes
animales, le porc est plus sensible vis-a-vis des trichothécenes que le rat (Vesonder et al.,
1979), les volailles et surtout les ruminants (Rotter et al., 1996; Trenholm et al., 1984). En
effet, pour des doses beaucoup plus faibles (100 ug/kg pc) que celle utilisée dans le modéle
murin, le DON a déja un fort pouvoir émétique (Forsyth et al., 1977). La dose émétique la
plus basse chez le porc apres une ingestion par voie orale de DON est comprise entre 0,05 et
0,2 mg/kg pc. Les effets observés dans les études de toxicité aigué au DON chez I’lanimal sont
des nécroses tissulaires au niveau du tractus intestinal, de la moelle osseuse et des tissus
lymphoides (AFSSA, 2009). Une exposition aigué a des concentrations de DON entraine des
effets similaires a ceux observés lors d’'une exposition a la toxine T-2 : salivation importante,
malaise, diarrhées, vomissements, leucocytose et hémorragies gastro-intestinales (Pestka
and Smolinski, 2005). Au sein de cette espece, les refus alimentaires, la perte de poids et les
diarrhées sont particulierement fréquents en présence de nourriture contaminée ce qui

suggere un lien entre I'effet du DON et les mécanismes d’appétence (Girardet et al., 2011).

2.1.4. Toxicité subchronique

Chez la souris, des études de toxicité chronique (de 7 a 56 jours d’exposition) ont été
réalisées jusqu’a des doses inférieures a 0,7 mg/kg pc/j. Les résultats de cette étude mettent
également en évidence une réduction de la prise alimentaire, une diminution du gain de
poids et une modification des parametres sanguins et notamment du taux
d’immunoglobulines sériques chez cette espece (AFSSA, 2009).

Toutes les especes ne présentent pas les mémes profils de sensibilité au DON. Ainsi,
les volailles tolérent le DON dans leur alimentation sans que cela n’affecte la productivité
jusqu’a 8 mg/kg d’aliment (Hamilton et al., 1985). En comparaison, I'ingestion de 1 a 2 mg/kg
pc/j de DON chez le porc, produit des refus totaux ou partiels de prise alimentaire. De plus,
lors d’études réalisées sur de jeunes porcelets recevant une nourriture naturellement
contaminée par le DON pendant 3 semaines des doses comprises entre 0,04 et 0,06 mg/kg

pc/j sont sans effets (Pinton et al., 2012a).
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2.1.5. Effet sur les muqueuses pulmonaire et intestinale

Le DON agit principalement sur les cellules a haut taux de renouvellement cellulaire
comme les épithéliums, composant majeur des muqueuses. En effet, afin de maintenir
efficacement sa fonction de barriere, I'épithélium intestinal par exemple se régénere

approximativement une fois par semaine tout au long de la vie.

2.1.5.1. Effets sur la muqueuse pulmonaire

Tres peu d’études concernent les effets du DON sur le tractus respiratoire. En 2009,
la cytotoxicité du DON a été étudiée sur un modele in vitro de culture primaire de
macrophages porcins (PAM) non activés ou activés par le LPS. Les auteurs ont montré que le
DON en présence de LPS augmente I'expression des genes de I'inflammation (TNF-a et IL-1B)
(Doll et al., 2009). Li et al. (2007) ont étudié chez la souris I'effet d’'une exposition orale au
DON (10 mg/kg pc) en réponse a une infection virale respiratoire, et ont montré que chez les
animaux soumis au régime supplémenté en DON, l'infection par un réovirus respiratoire est
eme

exacerbée et ces animaux montrent des dommages alvéolaires importants. Des le 377 et le

7°me jour post-infection, le taux de protéines totales, de cytokines pro-inflammatoires (MCP-
1 et TNF-alpha), le nombre de macrophages, neutrophiles et lymphocytes de ces animaux
augmente dans le liquide broncho-alvéolaire comparé aux souris contréles infectées par le
réovirus suggérant que le DON peut compromettre la résistance aux infections virales
respiratoires (Li et al., 2007). Une étude réalisée sur un modeéle in vitro de cellules
épithéliales alvéolaires humaines (A549) a permis d’établir qu’une exposition a différentes
concentrations de DON induit une cytotoxicité cellulaire mais également a des doses non

cytotoxiques, une réduction de la synthése protéique, de la prolifération et de la survie

cellulaire de facon dose-dépendante (Instanes and Hetland, 2004).

2.1.5.2. Effets sur la muqueuse intestinale

Une exposition au DON (de 0,2 a 5 uM) induit des lésions au sein du jéjunum

observées aprées seulement 4 heures d’exposition sur un modele ex vivo de culture d’explant
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de jéjunum de porc associées a une fusion des vili, une lyse des entérocytes et des cedemes
(Kolf-Clauw et al., 2009). Sur un modele in vitro de cellules de colon humain (Caco2), une
exposition au DON aux concentrations croissantes allant de 84 nmol a 84 umol induit une
réduction de la synthése protéique, de la prolifération et de la survie cellulaire (Instanes and
Hetland, 2004). Tout comme sur des modeles cellulaires de colon humain, la lignée de cellule
épithéliale intestinale porcine (IPEC-1) est également sensible au DON (Pinton et al., 2012a).
Sur différents modeles de cellules épithéliales intestinales humaines (HT-29, Caco2 et T84),
de fagon comparable aux effets observés avec les IPEC-1, le DON induit une diminution dose-
dépendante de la résistance électrique trans-épithéliale (TEER) suggérant I'impact de ce
composé sur les fonctions de perméabilisation de la barriere intestinale (Kasuga et al., 1998;
Maresca et al., 2002; Maresca et al., 2008; Pinton et al., 2009). Chez le porc, Pinton et al.
(2009, 2010) ont montré que le DON altére les fonctions de la barriere épithéliale intestinale
en induisant une augmentation de la perméabilité de cette barriere liée a une réduction de
I’expression de certaines protéines de jonctions serrées, les claudines 3 et 4 (Pinton et al.,

2010; Pinton et al., 2009).

2.1.6. Effet sur les cellules immunitaires

Les études sur les effets immuno-toxiques des mycotoxines ont été initiées il y a 25
ans a la suite de cas d'immunosuppression rapportés dans la littérature vétérinaire (Pier et
al.,, 1980). Selon la dose et la durée d’exposition, les trichothécénes induisent soit une
immunostimulation a faible dose soit une immunodépression a forte dose (Bondy and
Pestka, 2000). Tout comme la toxine T-2, le DON semble particulierement cibler les cellules

et les fonctions du systeme immunitaire.

2.1.6.1. Effets sur les macrophages et cellules dendritiques

Le DON in vivo a été décrit comme stimulant la production de certaines de ces
cytokines pro-inflammatoires et notamment I'IL-1 et I'IlL-6 mais aussi la production de
certaines chémokines telles que la macrophage inhibitory protein-2 (MIP-2) ou les
monocytes chemoattractant protein 1 et 3 (MCP-1 et 3) (Bouhet and Oswald, 2005; Pestka

et al., 2004). Doll et al, (2009) ont mis en évidence que le DON augmente |'expression
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d’ARNm de I'lL-1B dans un modele in vitro de culture primaire de macrophages pulmonaires
porcins (Doll et al., 2009). De plus, Kankkunen et al, (2009) ont montré que les macrophages
humains pouvaient reconnaitre les trichothécénes comme un signal de danger. Le DON a
ainsi la capacité d’activer la caspase-1 permettant la sécrétion d’IL-1B et d’IL-18 (Kankkunen
et al.,, 2009). Le DON peut aussi induire une diminution de la production de NO (nitrite
oxyde) et d’IFN-B initiée par le LPS dans un modeéle murin de macrophages (RAW) (Sugiyama
et al., 2010) ou encore altére I'activation des macrophages dérivés du sang humain (Wache
et al., 2009).

Le DON modifie le phénotype et la maturation des cellules dendritiques différenciées
a partir de monocytes sanguins in vivo et in vitro (Bimczok et al., 2007). Ces mémes
conclusions ont été rapportées par I'équipe de Luongo et al, (2010) sur un modele de DCs

murines (Luongo et al., 2010).

2.1.6.2. Effets sur les cellules lymphocytaires

Les lymphocytes peuvent étre également des cibles du DON. In vitro, il a été montré
qu’'une dose de 216 ng de DON/ml diminue de 50% la capacité de prolifération des

lymphocytes stimulés par des mitogenes (Meky et al., 2001).
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Chapitre 3 : Méthodes de décontamination des mycotoxines

Compte tenu de leurs prévalences et de leurs toxicités, le risque lié a la présence de
champignons toxinogenes et de leurs toxines associées fait depuis des années I'objet de
recherche dans le but d’éliminer ce risque en développant des méthodes de
décontamination. De nombreuses stratégies sont développées pour limiter ou empécher la
croissance des champignons toxinogénes et pour décontaminer et/ou détoxifier les aliments
contaminés en mycotoxines. Ces stratégies incluent en premier lieu : les bonnes pratiques
culturales (rotations des cultures, labours, traitements phytosanitaires....) constituant la
prévention de la contamination en mycotoxines dont nous ne feront pas mention dans cette
synthése bibliographique. D’autres stratégies sont mises en place visant a Ia
décontamination des mycotoxines présentes dans I’environnement et a linhibition de
I’'absorption des mycotoxines au sein des muqueuses telles que la muqueuse intestinale par
exemple. L'utilisation de ces techniques pour éliminer ou réduire la teneur en mycotoxines
nécessite cependant de répondre a d’autres critéres d’évaluation. En effet, la FAO (Food and
Agriculture Organization of the United Nations) tout comme I'EFSSA ont établi certaines
lignes directrices dans I’évaluation de ces procédés de détoxification et décontamination.
Ces procédés doivent inactiver, détruire, ou éliminer la ou les mycotoxines mais également
veiller a: 1/ ne pas aboutir a la production de substances toxiques, métabolites ou sous-
produits dans I'alimentation, 2/ conserver les valeurs nutritives et I’acceptabilité des denrées
alimentaires, 3/ne pas altérer les propriétés technologiques des produits et si possible
détruire les spores fongiques. En plus de ces critéres, les procédés doivent étre facilement

accessibles, facile d’utilisation et peu coliteux.

L'ensemble des méthodes de décontamination regroupent de nombreuses approches

gui peuvent étre de nature physique, chimique ou biologique.

1. Les méthodes physiques

L'approche physique la plus efficace consiste a trier les grains moisis et contaminés

éliminant ainsi la majeure partie des toxines (Meister, 2004). Ainsi selon I'étude de Trenholm
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et al. (1991), le tamisage de grain de mais contaminé en présence de 23 mg de DON/kg et de
1,2 mg de zéaralénone (ZEA)/kg d’aliment a permis de réduire respectivement de 73% et de
79% la teneur totale en DON et en ZEA (Trenholm et al., 1991). Une autre méthode physique
simple est régulierement utilisée consistant a mélanger des grains fortement contaminés
avec des grains sains par dilution réduisant alors le taux de contamination des denrées.
Cependant cette pratique a été interdite en Europe (Bryden, 2012).

Les procédés thermiques sont également tres utilisés. Ainsi, les méthodes d’extrusion
associant de fortes températures, de pression et de forces de cisaillement permettent de

réduire la concentration de certaines mycotoxines dans la mais de 50 a 80% (Hameed, 1993).

2. Les méthodes chimiques

Les approches chimiques peuvent compléter ou suppléer les méthodes physiques. Elles
sont basées sur linactivation des mycotoxines par des processus d’ozonation ou
d’ammonisation. L'ammonisation est un procédé largement connu et utilisé dans certains
pays d’Amérique, en Europe ou en Afrique contre les contaminations en aflatoxines. |l
s’avere fiable et sans risque pour la santé (Norred and Morrissey, 1983). La fumonisine B1
peut également étre dégradée par les processus d’ammonisation. Ainsi, Park et al. (1992)
montrent que 79% de la fumonisine B1 est détruite dans du mais contaminée par
ammonisation (Park et al.,, 1992). Cette technique semble également agir sur les
trichothécenes. En effet, Young et al. (1986) montrent également qu’une ammonisation du
blé contaminé au DON (100%) pendant 18h permet une réduction du niveau de DON (85%)
(He et al., 1992).

Mais d’autres procédés chimiques sont également utilisés : I'ozonation, I'utilisation de
peroxyde d’hydrogéne/bicarbonate de sodium, de bisulfite de sodium, de sucres réducteurs
ou encore d’acide citrique. L'ensemble de ces méthodes chimiques sur la décontamination
des mycotoxines sont largement décrites (Grenier et al.).

Cependant, ces méthodes n’éliminent pas ou ne dégradent pas entierement les

mycotoxines.
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3. Les méthodes d’adsorption et de détoxification biologique

Les nouvelles approches basées sur I'adsorption des mycotoxines et/ou le
détoxification biologique ou microbiologique sont récentes et en plein essor. Ces dernieres
utilisent des additifs tels que des adsorbants qu’ils soient de nature inorganique (argiles,
bétonite) ou organique (charbon actif, parois de levures ou de bactéries) ou peuvent utiliser
également les microorganismes et/ou enzymes dont I’action se fait directement au sein de

I’organisme cible de ces toxines.

3.1.Les adsorbants

Mélangés a l'alimentation, les absorbants piegent les mycotoxines et limitent ainsi
leurs adsorptions au niveau du tractus gastro-intestinal. Il existe deux types d’absorbants :
d’une part les absorbants inorganiques comprenant les argiles tels que les allulminosillicates
de sodium ou les bétonites largement utilisées dans la lutte contre la présence d’aflatoxine,
et d’autre part les adsorbants organiques comprenant le charbon actif et les parois de
levures ou de bactéries.

. Selon Lindemann et al. (1993) et Schell et al. (1993b), un taux d’inclusion de 0,5% de
sodium ou de calcium de bétonite semble étre bénéfique dans la restauration des
performances de croissance de porcelets en croissance nourrit en présence de 800 ppb
d’aflatoxine B1 (Lindemann et al., 1993; Schell et al., 1993). Concernant les trichothécenes,
en 1983, Carson et Smith observent une amélioration générale des parametres de
performance et une augmentation de I'excrétion de la toxine T-2 des rats nourris avec une
combinaison de toxine T-2 et d’argile minérale contenant de la bétonite (Carson and Smith,
1983).

Parmi les adsorbants organiques, il a été montré que le charbon actif pouvait agir sur le
potentiel toxique des trichothécénes. En effet, Galey et al. (1987) ont évalué I'efficacité d’un
traitement au charbon actif dans la prévention du déces des rats gavés avec des doses
létales de toxine T-2 (8 mg de T-2/kg de pc). Il en est de méme pour le DON, Binder et al.
(2007) montrant la capacité du charbon actif liée a ce trichothécene (Binder et al., 2007).

Mais les composants de micro-organismes tels que les parois des levures ou des
bactéries jouent eux aussi un role majeur dans la détoxification des mycotoxines. La plupart

sont isolées a partir du sol, de compost, de rumen ou encore ou encore d’insectes. lls ont été
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trié pour leur capacité a dégrader les mycotoxines et/ou leurs effets toxiques (Pedrosa et al.,
2010). Récemment, Yiannikouris et al. (2004 ; 2006) ont montré que les principaux composés
des parois de levures, les B-D-glucanes ont in vitro la capacité d’absorber des mycotoxines
en se liant directement a I'aflatoxine Bl et les effets bénéfiques d’une préparation de
Saccharomyces cerevisiae ont alors été testés sur différentes especes animales (Yiannikouris
et al., 2006). Il a été mis en évidence in vitro et in vivo la capacité de liaison des
glucomananes de levure pour différentes mycotoxines (Meissonnier et al., 2009; Reddy et al.,
2003; Stanley et al., 1993; Stanley et al., 2004). Chez le poulet, Reddy et al. (2003) montrent
un effet bénéfique des glucomannanes dans la prévention de I'absorption de la toxine T-2
(Reddy et al., 2003).

Tout comme les levures, d’autres especes microbiologiques telles que les éléments
bactériens ont été étudiés pour lutter contre les effets toxiques de ces mycotoxines. Les
peptidoglycanes de parois ou les polysaccharides des bactéries lactiques et des
bifidobactéries sont impliqués dans la liaison des mycotoxines évitant ainsi leur adsorption
et I'apparition de leurs effets toxiques. En 1998, El-nezami et ses collaborateurs ont étudiés
le pouvoir “liant” de 12 souches de Lactobacillus. Parmi elles, ils ont montré que les souches
de Lactobacillus rhamnosus GG (ATCC 53103) et L. rhamnosus LC-705 (DSM 7061) ont la
capacité d’éliminer I'aflatoxine B1 suggérant une liaison entre les composés de la surface des
bactéries et la toxine (EI-Nezami et al., 1998). (Haskard et al., 2001; Peltonen et al., 2001).
Des études ont également porté sur l'interaction de souches de Lactobacillus face a une
contamination aux toxines produites par Fusarium, la zéaralénone et son dérivé la zéaralénol
(EI-Nezami et al., 2002a). Les résultats de cette étude ont montré une liaison d’environ 55%
des toxines en présence de deux souches de L. rhamnosus. En 2002, EI-Nezammi et ses
colléegues montrent aussi la capacité des souches de Lactobacillus et de Propiobacterium a
éliminer des trichothécenes (DON, 3-acétylDON, NIV, T-2...) (EI-Nezami et al., 2002b).

Cependant les capacités de liaison toxines-bactéries ne sont pas les seuls mécanismes
pouvant limiter les effets toxiques induits par les mycotoxines. En effet, les micro-
organismes peuvent également diminuer I'effet toxique de toxiques ces mycotoxines grace

aux enzymes qu’elles synthétisent.
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3.2. La détoxification biologique

La dégradation des mycotoxines par voie enzymatique ou microbiologique repose sur
la capacité de nombreux microorganismes (levures, bactéries ou champignons) a
biotransformer ou détoxifier les mycotoxines aboutissant a la production de métabolites
moins ou non-toxiques. Ainsi, plusieurs microorganismes (levures, bactéries, champignons)
ont été recensés d’apres leur capacité a inactiver les mycotoxines. En 1966, le premier
microorganisme Flavobacterium aurantiacum a été isolé par I'équipe de Ciegler comme
possédant une activité de détoxification des aflatoxines (Ciegler et al., 1966). D’autres
microorganismes ont été isolées tels que la bactérie anaérobie Phenylbacterium immobile
impliquée dans la dégradation de I'Ochratoxine A (Wegst and Lingens, 1983). Plus
récemment, il a été mis en évidence que plusieurs souches bactériennes ont une action de
dégradation plus ou moins efficace de I’'Ochratoxine A in vitro telles que les souches
Lactobacillus et Bacillus (Bohm et al., 2000). Concernant les trichothécénes, un effet de
dégradation partielle du nivalénol et du DON a été montré par Styriak et al. (2001) (Styriak et
al., 2001). En 2000, une nouvelle souche d’Eubactérie référée BBSH 797 a été isolée a partir
du contenu de rumen de bovin montrant un effet significatif sur la baisse de toxicité des

trichothécenes (Fuchs et al., 2002).

3.3.Microorganismes et induction de processus biologiques pour

contrecarrer les effets des mycotoxines

Outre l'action de ces microorganismes via leurs enzymes, ces microorganismes
peuvent également agir sur d’autres processus biologiques pour limiter I'effet de ces
contaminants. De nombreux microorganismes dont les bactéries lactiques, principalement
du genre Lactobacillus, Bifidobacterium, Escherichia coli strain Nissle 1917 et Saccharomyces
ont montré des effets bénéfiques sur la santé tels que la prévention et/ou le traitement des
diarrhées, des pathologies infectieuses, des allergies et des maladies inflammatoires
intestinales (IBD) de facon souche dépendante dans plusieurs études animales ou lors de
tests cliniques chez 'lhomme (Fedorak and Madsen, 2004; Kawase et al., 2009, , 2010;
Schultz, 2008; Szajewska et al., 2001; Szajewska and Mrukowicz, 2001). Récemment chez le

rat, il a été décrit qu’une ingestion néonatal de Lactobacillus reuteri DSM 17938 (LR17938)
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augmente significativement le pourcentage de Tregs FoxP3" dans I'iléon (Xiao et al., 2008).
Ces auteurs ont pu mettre en évidence un effet anti-inflammatoire de cette souche associé a
une induction de la migration des Tregs FoxP3+ au niveau de l'intestin chez des rats
souffrants d’une maladie inflammatoire de I'intestin, la necrotizing enterocolitis (NEC) (Xiao
et al., 2008). Smelt et al. (2012) ont également mis en évidence I'impact de plusieurs
souches de Lactobacilles sur I'augmentation de la fréquence des cellules Tregs chez des
souris saines (Smelt et al., 2012). Une étude récente de Toumi et al. (2013) montre un réle
bénéfique d’une ingestion d’un mélange de bactéries contenant Lactobacillus acidophilus,
Bifidobacterium lactis, L. plantarum et B. breve sur le maintien de l'intégrité de la barriere
intestinale chez des souris présentant des colites induite de fagon expérimentale par le DSS
(Toumi et al.,, 2013). Les effets potentiels d’une autre souche, Lactobacillus salivarius
SMXD51, a été évalué in vitro montrant son effet positif sur les fonctions de barriere
intestinale a travers I'augmentation de la résistance électrique trans-épithéliale (TEER) ainsi
gue sur d’autres fonctions telles que I'adhérence de cette bactérie aux cellules épithéliales
ou encore la stimulation des défenses immunitaires a travers une augmentation d’IL-6, d’IL-8,
d’IL-10 et de B-défensine 2 (Messaoudi et al., 2012). Konstantinov et al. (2006) a isolé a
partir de l'intestin de porc une nouvelle souche commensale, Lactobacillus sobrius 16698T,
caractérisée comme Gram+, catalase-, anaérobie et non mobile (Konstantinov et al., 2006).
Cette souche bactérienne est également retrouvée chez les végétaux, sur les grains et les
produits alimentaires ainsi qu’au niveau du tractus gastro-intestinal humain (Konstantinov et
al.,, 2006). In vivo, ces mémes auteurs montrent en 2008 que la présence de L. sobrius
16698T réduit le niveau d’enterotoxigenic Escherischia coli (ETEC) dans l'intestin et aide a la
croissance des porcelets infectés par cette bactérie pathogéne (Konstantinov et al., 2008).
Parallelement a ces observations, Roselli et al, 2007 montrent également un effet protecteur
de L. sobrius vis-a-vis d’'une infection par des ETEC via l'utilisation d’'un modele in vitro
d’IPEC-1. Les auteurs montrent notamment que L. sobrius 16698T a la possibilité de réduire
I'adhésion des ETEC et d’inhiber la délocalisation et la réduction du nombre des protéines de
jonctions serrées (ZO-1 ou occludines) induites par les ETEC. De plus, cette bactérie
commensale a le pouvoir de contrecarrer les effets inflammatoires générés par les ETEC en
réduisant notamment I'induction de la cytokine pro-inflammatoire IL-8 et en favorisant une

augmentation de la production de la cytokine anti-inflammatoire IL-10 (Roselli et al., 2007).
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Objectifs de la these

Les données bibliographiques qui ont été décrites mettent en évidence d’une part
I'importance du maintien de I’homéostasie immunitaire au niveau des différentes
muqueuses (respiratoire ou intestinale) et d’autre part I'impact des mycotoxines dans la
modulation des réponses immunitaires (inflammatoire, humorale ou cellulaire) initiées au
sein de I'organisme et ce, méme lors d’exposition a de faibles doses comparables a celles
retrouvées dans les denrées alimentaires. De nombreux perturbateurs tels que les
pathogenes, toxines et autres xénobiotiques sont capables d’altérer le fragile équilibre
immunitaire existant au sein de ces muqueuses a travers de multiples mécanismes d’action
sur les différentes cibles du systeme immunitaire. Parmi ces perturbateurs, I'équipe
d’immuno-mycotoxicologie au sein de l'unité ToxAlim de I'INRA de Toulouse s’intéresse tout
particulierement aux effets immunomodulateurs de ces mycotoxines au niveau systémique
et s’est orientée depuis peu a I'étude de I'impact des mycotoxines au niveau du tractus
gastro-intestinal. Les travaux de cette équipe ont montré préalablement que certaines
mycotoxines et notamment celles appartenant a la famille des trichothécenes possedent des
propriétés immunomodulatrices. Elles sont a I'origine de linitiation d’une inflammation
chronique (Oswald and Comera, 1998; Oswald et al., 2005; Pinton et al., 2009) ou d’une
diminution des marqueurs d’activation des macrophages au niveau systémique (Wache et al.,
2009). Parallélement a ces découvertes, cette méme équipe a pu montrer des effets majeurs
de certains trichothécénes dont le DON dans l'altération des fonctions de barriére épithéliale
(Pinton et al., 2010; Pinton et al., 2011).

Ainsi, dans la continuité de ces travaux, les essais réalisés dans cette thése ont porté
sur l'impact de deux mycotoxines appartenant a la famille des trichothécenes, sur
I'homéostasie des réponses immunitaires mise en place au niveau des muqueuses
respiratoire et intestinale.

L'hypothése générale soulevée est qu’un environnement (aérien ou nutritionnel)
chargé en trichothécenes pourrait induire une modulation des réponses immunitaires
inflammatoires, premiere ligne de défenses de I'hdte en cas d’agression. Ces défenses
immunitaires sont initiées par les cellules immunocompétentes présentes au niveau de ces

différentes interfaces (milieu extérieur/h6te). En conséquence, il semblerait que les effets
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immunomodulateurs des trichothécénes peuvent étre a I'origine : 1/ d’une sensibilité des
animaux aux infections bactérienne, virale ou fongique ; 2/ de la diminution de I'efficacité
vaccinale et thérapeutique ou encore 3/ d’une réactivation des infections. Aujourd’hui, il est
donc nécessaire de mieux comprendre les mécanismes d’action de ces composés sur les
différents acteurs immunitaires responsable de ’lhoméostasie au sein de ces muqueuses afin
d’établir des liens plus précis entre exposition mycotoxique et immunosuppression. Pour
répondre a ces hypothéses, une exposition a ces deux toxines issues de la famille des
trichothécenes : le déoxynivalénol et la toxine T-2, sur différents modeles in vitro (lignées
cellulaires ou de culture de cellules primaires), ex vivo (explants intestinaux) et in vivo
(gavage des porcs avec du DON) a été entreprise. A I'aide de ces modeéles, trois études
seront présentées dans la partie travail expérimental. Trois objectifs distincts ont alors été

posés :

1°) Objectif 1: Dans le cadre d’une pré-exposition de la muqueuse respiratoire a de
faibles doses de toxine T-2, I'objectif était de déterminer si cette toxine était capable
d’altérer I'activation des macrophages connus pour étre des médiateurs importants dans la
mise en place d’une réponse inflammatoire. Dans ce but, I'effet d’'une pré-exposition a la
toxine T-2 sur des macrophages alvéolaires primaires porcins (PAM) activés par les différents
agonistes des TLRs a été étudié. La figure 23 présente la démarche expérimentale mise en

place pour répondre a ce premier objectif.
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vivo d’explants intestinaux puis de tenter de comprendre et de décortiquer les mécanismes
induits par ces toxines a I'aide de différents modeles cellulaires et outils méthodologiques:
I'analyse transcriptomique de lignée de cellules épithéliales (IPEC-1), la capacité de
maturation des cellules dendritiques dérivées de monocytes, et le phénotypage de sous-
populations de lymphocytes issus de PBMCs. La figure 24 présente la démarche

expérimentale mise en place pour répondre a ce second objectif.

ETAPE 1 : Etude de I'effet du DON sur I'immunite intestinale
Exposition a 10 pM de DON = 3 mg de DON/Kg d'aliment

"’.r """""""""" % R T e T T T B A TR T e S e T ! e
. Modele in vitro : | ._Modele ex vivo :; . Modéle in vivo : |
Lignee cellulaire : IPEC-1 Culture d'explants intestinaux Anses intestinales (INEA, Tours)

[—[;> Analyse transcriptomique des genes impligues dans les reponses immunitaires par qPCR:
(Inflammatoire, Tha, Thay et Tregs)

Analyse proteomique des cytokinesimpliguées dans les reponses immunitaires par ELISA
(Inflammatoire et IL-17)

&D Analyse phenotypique des Tregs par cytomeétrie en flux
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ETAPE 2 : Comparaison des effets immuno - modulateurs entre le DON et la toxine T-2 sur les
differents acteurs modulant 'homeostasie intestinale

Exposition a 10 pM de DON ou a 3 nM de toxine T-2

z . % Yo
Culture primaire de cellules
dendritigues dérivées des

monocyies sanguins

productrices
d'IL-17

Analyse j;mnsc e Analyse de cytotoxicité Analyse de cytotoxicité Analyse transcriptomique des
des genes par gPCR: ™ et génes impliqués dans les réponses
L
_ immunitaires par gPCR:
Inflarmmation, Analyse des margqueurs de Analyse de la fréquence
chémokines, réponse maturation des DCs par des différentes sous- Inflammation, Tha, Thay et Tregs
humarale, IgA, Tha, Thaz cytométrie de flux population cellulaire
et Tregs par cytométrie en flux

Figure 24 : Démarche expérimentale mise en place pour répondre a |'objectif 2

3°) Objectif 3 : Le but de cette troisieme partie de travail de doctorat a été de déterminer si
Lactobacillus sobrius DSM 16698T pouvait avoir un effet bénéfique vis-a-vis d’une pré-
exposition intestinale a nos deux mycotoxines d’intérét. La figure 25 présente la démarche

expérimentale mise en place pour répondre a ce dernier objectif.
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Les effets bénéfiques de L. sobrius vis-a-vis d’une pré-exposition aux trichothécénes ont été
testés sur deux fonctions biologiques différentes :

A. Sur les réponses immunitaires

- - -

Approche in vitro: ™,
lignee cellulaire IPECa

Approche ex vive:
Explants intestinaux

n=6

lumigre

E / - i 1
e I =
[ — T —
= U’—-‘ [ &

B. Surla barrigre épithéliales intestinales

Approche ex vivo :
Chambre d'Ussing

Etape 1: Exposition in vifro: . AL
J+10uMDON: @ xgcrmlln:un in wiva:
pendant 1h 33‘-‘35[? ] Dfd3 I‘I'I_EI.I'KQ

Etape 2- -+ L. sobrius £ Py pencantag)

= 10pM de DON

Réalisation Mise en
des culture des
explants explants
Y, intestinaux intestinaux .
R e e e e e e e e S, N -

==
+/- DON (20pM)
+/- toxine T-2 (3nM)

Analyse transcriptomique des génes:
Inflammation, chémokines, cytokines, Tha, Thay et Treg

1 x 10% CFUJmI

3h

]_uuarrc

L

* P ol
Analyse du passage
trans-cellulaire (HRF)

Analyse du passage para-
cellulaire (FITC- dextran)

Analyse de |a résistance
trans-épithéliale (TEER)

Figure 25 : Démarche expérimentale mise en place pour répondre a I'objectif 3
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ETUDE 1:

La toxine T-2 altere I'activation des macrophages alvéolaires
induites par les agonistes des TLR conduisant a une diminution de la

réponse pro-inflammatoire chez le porc

Dans ce premier chapitre, I'effet de la toxine T-2 sur la réponse inflammatoire au
niveau du BALT a été déterminé.

Largement prédominantes en Europe dans les produits céréaliers, les mycotoxines sont
des métabolites secondaires synthétisés par différentes especes de moisissures. Elles sont
ingérées de fagcon chronique par les animaux d’élevages tels que les porcs et sont devenues
un réel probleme tant sur le plan économique qu’en santé animale. Parmi ces mycotoxines,
la toxine T-2 est connue pour étre 'une des mycotoxines les plus toxiques appartenant au
groupe des trichothécenes. Elle est a I'origine de nombreux troubles hématologiques et
immunologiques notamment dans les phénomenes d'immunomodulation de la réponse
immunitaire innée.

L'objectif de ce travail était d’étudier les effets in vitro de la toxine T-2 sur I'activation
par les ligands des TLRs -2 (HKLM), -4 (LPS), -6 (FSL-1) et -7 (Imigquimod) des macrophages
alvéolaires porcins (PAMs). Les Toll-like receptors (TLRs) étant des récepteurs capables de
reconnaitre des motifs moléculaires qu’ils soient bactériens ou viraux, une interaction
récepteur-ligand permet alors d’initier des cascades de signalisation conduisant a la mise en
place d’une réponse immunitaire pro-inflammatoires.

Ce travail a permis d’observer qu’une incubation en présence de toxine T-2, a une tres
faible concentration non cytotoxique (3 nM), avant |'activation des macrophages par les
ligands des TLRs localisés a la surface cellulaire et répondant a des motifs bactériens (ligands
des TLRs -2, -4 et -6) diminue de facon significative la production des cytokines pro-
inflammatoires (IL1-B et TNF-a) mais également la production de monoxyde d’azote (NO). En

revanche, I'effet de cette méme incubation avant I'activation des macrophages par le ligand
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du TLR-7, localisé au niveau endosomal et répondant a des motifs viraux, ne semble pas
affecter la réponse inflammatoire. Afin de mieux comprendre le mécanisme d’action de la
toxine T-2 sur la réponse pro-inflammatoire, nous avons analysés I'effet de cette toxine sur
I’expression des différents TLRs. Ces travaux ont pu mettre en évidence que la toxine T-2
diminue de fagon significative I'expression des TLRs préférentiellement localisés a la surface
cellulaire et répondant a des motifs bactériens (TLRs -2, -4 et -6).

Ces résultats suggerent que de tres faibles doses de toxine T-2 influencent la réponse
immunitaire inflammatoire contre les pathogenes, en diminuant la production des cytokines
pro-inflammatoires, consécutif a la diminution de I'expression des récepteurs de
reconnaissance des motifs bactériens situés a la surface cellulaire. Cette toxine pourrait ainsi
jouer un réle déterminant dans la résistance des porcs face aux infections microbiennes et

étre ainsi la cause de probleme sanitaire important pour la filiere de production porcine.

Ce travail a donné lieu a la publication suivante parue dans Veterinary research (IP : 3,43) :
Julie Seeboth, Romain Solinhac, Isabelle P. Oswald and Laurence Guzylack-Piriou. The fungal
T-2 toxin alters the activation of primary macrophages induced by TLR-agonists resulting in a

decrease of the inflammatory response in the pig. Veterinary research 2012, 43:35
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RESEARCH Open Access

The fungal T-2 toxin alters the activation of
primary macrophages induced by TLR-agonists
resulting in a decrease of the inflammatory

response in the pig

Julie Seeboth, Romain Solinhac, Isabelle P Oswald” and Laurence Guzylack-Piriou”

Abstract

[-2 toxin is known to be one of the most toxic trichothecene mycotoxins. Exposure to 1-2 toxin induces many
hernatologic and immunotoxic disorders and is involved in immune-modulation of the innate immune response.
The objective of this work was to evaluate the effects of 1
agonists of Tolllike receptors (TLR) using an in vitro maodel of primary porcine alveolar macrophages (PAM).
Cytotoxic effects of T-2 toxin on PAM were first evaluated. An ICy, of 1947 09753 nM was determined for the
cylotoxicity of T-2 toxin. A working concentration of 3 ntM of T-2 toxin was chasen 1o test the effect of T-2 toxin on
TLR activation; this dose was not cytotoxic and did not induce apoptosis as demonstrated by Annexin/Pl staining. A
pre-exposure of macrophages to 3 nM of T-2 toxin decreased the praduction of inflammatory mediators (IL-1 beta,
TNF-alpha, nitric oxide) in response to LPS and FSL1, TLR4 and TLR2/6 agonists respectively. The decrease of the
pro-inflammatory response is associated with a decrease of TLR mRNA expression. By contrast, the activation of
TLR7 by ssRNA was not modulated by T-2 toxin pre-treatment. In conclusion, our results suggest that ingestion of
low concentrations of 1-2 toxin affects the TLR activation by decreasing pattemn recognition of pathogens and thus
interteres with initiation of inflarnmatory immune response against bacteria and viruses. Conseguently, mycotoxins
L could increase the susceptibility of humans and animals to infectious diseases.

2 Lexin on the activation of macrophages by different

Introduction

The Food and Agricultural Organization (FAQ) estimates
that mycotoxins, secondary metabolites produced by
fungi, contaminate 25% of the worlds agricultural
commodities. The presence of mycotoxins alters the
quality of agricultural products resulting in economical
losses estimated in billions dollars annually worldwide
[1,2]. The consumption of food and feed contaminated
by mycotoxins is a potential health hazard for both
humans and animals [3,4]. Among mycotoxins, T-2 toxin
is the most common trichothecene mycotoxin belonging
to type A and is produced predominantly by Fusarim
sporotrichioides and F. langsethiae [4,5]. This toxin is
known to be the most cytotoxic of the trichothecene
family [6]. An exposure of T-2 toxin is associated with

* Conrespondence: lsabelle Oswald@toulouse.inra.fi; laurence.guzylsck@
toukouse.inta.fr

Institut National de Recherche Agronomique, Toxalim - UMR 1331, 180,
chemin de Tournefeuille, Toulouse Cedex 931027, France

Carmmons Attributior

( BioMed Central

leucopenia and cell depletion in lymphoid organs and
inhibition of erythropoiesis in bone marrow and the
spleen [7]. Furthermore, T-2 toxin reduces lymphocyte
proliferative response [8,9] and disturbs the maturation
process ol dendritic cells [10] suggesting its immunosup-
pressant potency [7,11]. Indeed, it was previously shown
that exposure to T-2 suppresses immune response (o
systemic infections by bacterial infection such as
Salmonella typhimuriton [12], Listeria monocytogenes
[13]), Mycobacterium bovis [13], Babesia microti [14].
Respiratory immune defences are also compromised by
'1-2 exposure. Indeed Li et al. [15] showed that systemic
T-2 exposure increases the severity of respiratory
reovirus infection with marked exacerbation of broncho-
pneumonia and modulation of cytokine responses in
mice alveolar macrophages.

Among other species, swine react most sensitively to
the exposure to trichothecenes [16]. Pigs are particularly

© 2012 Julie et al; hicensee BioMed Centeal Ltd. This is an Open Access article distributed under the tems of the Creative
icense (hitp/creativecommaons.arg/lican
reproduction in any mediurn, provided the original work is properly cited,

s/by/2.0), which perrnits unrestricted use, distribution, and
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interesting as a target species for mycotoxin due to their
diet rich in cereals and because the pig shares strong
similarities with the human immune system [17]
Moreover, swine are the target of several pathogenic
agents responsible for many respiratory diseases such as
Influenza virus, porcine reproductive and respiratory
syndromes (SPRD), or bacteria as Haemophilus parasuis.
Then, mycotoxins, especially T-2 toxin, could play a
determining role in lowering the immune response of
pigs to these bacterial and viral infections.

Macrophages play a key role in the immune response
being the first cells to be exposed to micreorganisms.
These cells are considered as sentinel cells against infec-
tious pathogens and involved in phagocytesis, antigen
presentation, production of antimicrobial effecter
molecules and release of cytokines and chemokines that
in turn contribute to immune cell recruitment and
activation [18-20]. The recognition of microorganisms by
macrophages occurs through a major receptor family
expressed in distinct cell subsets and tissues called the
Toll-Like Receptors (TLR)} [21-23]. They are able to bind
to a wide range of motifs derived from bacteria (lipopoly-
saccharide (LPS), peptidoglycan), parasites, fungi and
viruses (ssRNA, dsRNA, CpG DNA) [21,24]. Interaction
of TLR with its specific ligands leads to the induction
of various inflammatory cytokines such as IL-1f and
TNF-« [25] and reactive nitrogen species [26]. This pro-
inflammatory response is the first line of defence against
infections.

Since macrophages are privileged targets of T-2 toxin
[10,27,28], it is important to better understand how this
toxin can impair their function. In the current study, we
investigated the effect of T-2 toxin on macrophage
activation. We especially measured the ability of T-2
toxin to inhibit the prodaction of inflammation media-
tors upon TLR activation as well as the effect of this
toxin on TLR gene expression.

Materials and methods
Isolation, phenotype and culture of macrophages
Porcine alveolar macrophages (PAM) from 6- to 8-
week-old pigs were isolated by three time bronchoal-
veolar lavages wsing cold PBS (Invitrogen, Auckland,
NZ). Bronchoalveolar fluids were centrifuged at 400g
for 15 min at 4°C and cell viability was assessed using
Trypan blue exclusion. Next, the cells were frozen in li-
quid nitregen in 90% FBS and 10% DMSO. After thaw-
ing, the cells were adjusted to a cell concentration of
2x10° cells/mL in RPMI (Invitrogen) supplemented
with 10% FBS, 1% penicillin-streptomycin (Invitrogen),
1% non essential amino acid (Sigma Aldrich, Ayshire,
UK) and 1% L-glutamin {(Eurobio, Courtaboeuf, France).
The phenotypic identification of PAM was realized by
analyzing the expression of differentiation or maturation
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markers: SWC1, SWC3, CD14, CD1e6, CD163, MHCII
and DC-sign. Anti-SWC1 IgM 11-305-44 and rabbit-DC-
sign antibodies were a kind gift from Dr A. Saalmiiller
(Veterinary University Vienna, Austria) and Dr M. Meng
(College of wveterinary medicine, Virginia, USA).
Respectively, anti-rabbit-FITC antibody was obtained by
Invitrogen. Anti-SWC3 antibodies {clones 74-22-15A and
74-22-15), CD14 (CAM36A), CD16 (G7) and MHCII
(MSA3) were commercialised by VMRD (Pullman, USA).
CD163 antibody (clone EDHu-1} was purchased from
AbD Serotec (Oxford, UK). CD206 {clone 122D32.08) was
commercialized by dendritics (Lyon, France). Reaction of
all mAbs was revealed using isotype specific FITC,
phycoerythrin, or biotinylated IgG F(ab)2 fragments.
Biotinylated conjugates were detected with streptavidin-
Cy5-phycoerythrin. All conjugates were purchased from
Southern Biotechnology Associates (Birmingham, USA).
A negative control containing only conjugated-antibodies
was used to visualise a non specific labelling.

PAM were incubated with different doses of T-2 toxin
{(Sigma Aldrich) for 1 h at 39°C in a humidified atmos-
phere with 5% CO, and were activated by different
specific TLR-agonists during 16 h at 39°C. Indeed, 39°C is
the physiological temperature for pigs. Preliminary
experiments  indicate an optimal production of
cytokines by PAM after 16 h of culture in contact with
TLR-agonists. TLR-agonists were used with the following
concentrations: TLR2-L. (HKLM) [10 pg/mL], TLR4-L
(LPS) [10 pg/ml], TLR2/6-1 (FSL1) [1 pg/mlL] and
TLR7-L (Imiquimed) [10 pg/ml] (Invivogen, Toulouse,
France). The negative control was a dilution of DMSO
solution (vehicle of T-2 toxin) used at the higher concen-
tration of T-2 toxin tested in the experiments. As a posi-
tive control of PAM activation, cells were stimulated with
a combination of LPS [5 pg/mL] (Sigma Aldrich) and
IFN-y [1 ng/mL] (Biosource International, Camarillo,
USA). After 4 h of activation, cells were isclated to inves-
tigate mRNA expression by quantitative real-time PCR
analysis. After 16 h of activation, cells were harvested to
evaluate the nitric oxide production and culture super-
natant were also collected for pro-inflammatory cytokine
analysis.

Cytotoxicity, mitochondrial transmembrane potential and

apoptosis assays

Cytotoxicity of 'T-2 toxin on PAM was measured by Cell-
Titer-Glo luminescent cell viability assay (Promega,
Madison, USA). This test is based on the quantification
of the ATP assumed to be produced by metabolically
active viable cells. It was used according to the manufac-
turer’s protocol. PAM were treated during 16 h at 39°C
with different concentrations of T-2 toxin: 0.3; 1: 3; 10;
30 and 100 nM. A negative control using cells without
T-2 toxin treatment was in correspondence te 100% of
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cell viability. All experiments were performed in triphi-
cate and repeats on cells came from three different pig-
lets. ICso was determined with SigmaPlot software for
windows version 11.0 (Svstat software Inc, Chicago,
USA).

For mitochondrial transmembrane potential (AW,,)
measurement, cells were treated for 16 h with the same
range of T-2 toxin concentrations as previously described.
DIOC, probe obtained by Invitrogen was added to 100 plL
of cell suspension and was incubated at 39°C for 20 min.
A¥,, was analyzed by flow cytometry with excitation at
488 nm. A negative control without T-2 toxin and a posi-
tive control, FCCP (Carbonyl cvanid 4-triflucromethoxy-
phenylhydrasone, Enzo Life Sciences,Villeurbanne, France)
at 40 mM were used to determine fluctuation of AW,,..

Apoptosis was determined by AlexaFluor488-AnnexinV/
Death cell apoptosis kit (Invitrogen). The cells were col-
lected, and 2 x 10° cells per mL were resuspended in PBS-
1X (pH 7.4) and incubated with AlexaFluord88annexin-V
and propidium iedide (PI). The staining was realized
according to the manufacturer’s recommendation.

Flow cytometric acquisition was performed on a flow
cytometer (FACS Calibur, Becton Dickinson, Franklin
Lakes, NJ, USA} using CellQuest software (Becton
Dickinson) and FlowJo software for analysis (Ashland,
USA).

IL-18 and TNF-a cytokine assays

Concentrations of IL-1f and TNF-a were measured by
enzyme linked immuno-absorbent assays (ELISA) using
kits specific for porcine IL-1f and TNF-« (R&D Systems,
Minneapelis, MN, USA). The plates were washed with
PBS/Tw20 and then blocked with PBS containing 1%
BSA (w/v) for 1 h at RT. The test supernatants were
added to the ELISA plate in duplicate and incubated for
2 h at RT. After washing, the wells were incubated with
the biotinylated detection anti-porcine TNF-o/ TNFSF1A
and anti-porcine IL-1f/I1-1 F2 (R&D Systems) anti-
bodies for 2 h at RT. Then, streptavidin-HRP-conjugated
antibody (Thermo Fisher Scientific, Courtaboeuf, France)
was added for 30 min at RT. Positive reactions were
revealed by TMB, a colour substrate (Thermo Fisher
Scientific) and reactions were stopped with H,SQ4 2 N.
The OD was read at 450 nm. A negative control was in
correspondence to non-activated TLR-agonist cells and
as a positive contrel, cells were stimulated with a
combination of LPS [5 pg/mL] and IFN-y [1 ng/mL].
Concentrations obtained in negative control wells were
subtracted from the values in treated samples.

Nitric oxide assay

Nitric oxide measurement was performed by DAF-TM
diacetate (4-amino-5-methylamino-27,7 -difluorofluores-
cein diacetate) probe. The probe used a non-fluorescent
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reactive base able to react to low doses of nitric oxide
forming a fluorescent compound which is detectable by
flow cytometry. DAF-FM was used at 10 pM according
to the manufacturer’s protocol (Invitrogen). After DAF-
FM addition, PAM were incubated at 39°C for 30 min then
washed twice with PBS. Cells were incubated another time
during 15 min at 39°C to allow a complete esterification of
intracellular diacetate and the cell fluorescence emission
preducing nitric oxide were analyzed by flow cytometry. A
negative control was in correspondence to non-activated
TLR-agonist cells and as a positive control cells were sti-
mulated with a combination of LPS [5 pg/mL] and IFN-y
[1 ng/mL]. Concentrations obtained in the negative con-
trel, induding no T-2 toxin and no stimulation with any
TLR agonist treatments were subiracted from the values
obtained with treated cells.

RNA extraction and guantitative real-time polymerase
chain reaction (PCR} analysis

Quantitative real-time PCR was performed to determine
the relative TLR -2, -4, -2/6, -7 and iNOS (inducible
Nitric Oxide Synthase} mRNA expression levels. Total
RNA from 2x10° cells/ml. unstimulated cells and
2x10° cells/mL ligand-stimulated cells in the presence
or absence of T-2 toxin was extracted with TRIzol
Reagent (Extract all, Eurobio). Concentrations, integrity
and quality of RNA were determined spectrophotomet-
rically {O0.D.a5) using Nanodrop ND1000 (Labtech
International, Paris, France). Then, 300 ng of RNA was
reverse transcribed and the reverse transcription and
real-time PCR steps were performed as previously
described [29]. Non-reverse transcribed RNA was used
as the non-template control for verification of a no
genomic DNA amplification signal. Specificity of PCR
products was assessed at the end of the reaction by
analyzing the curve of dissociation. Primers were
purchased from Invitrogen. Primers used for real time
quantitative polymerase chain reaction are described in
Table 1 [30-34]. Amplification efficiency and initial fluer-
escence were determined by the DART-PCR method,
then the values obtained were normalized with house-
keeping genes, ribosomal protein L32 (RPL32) and
betaZ-microglobulin. Finally, relative gene expression
was expressed in comparison to the control culture
corresponding to unstimulated cells.

Statistics

A Fisher’s test was realized followed by the Student’s ¢
test te compare values between multiple groups. The
statistical analysis of the data was carried out with
Statview software (Statistical Analysis System; SAS for
Windows 98; SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). A P
value of less than 0.05 was considered to be statistically
significant.
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Table 1 Primers used for real time gquantitative polymerase chain reaction. List of gene sequences and primers {For:
Forward; Rev: Reverse] used for real-time gPCR of immune-related genes

Oligo Names Medline mRNA Sequence Sequence 5'— 3' Reference
B2-microglobuline For MN_213978 TTCTACCTTCTGGTCCACACTGA [34]
B2-microglobuline Rev TCATCCAACCCAGATGCA
RPL32 For MN_001001636 TGCTCTCAGACCCCTTGTGAAG [32]
RPL32 Rev TITCCGCCAGTTCCGCTTA
iNOS For EST BI344008 GAGAGGCAGAGGCTTGAGAC [30]
iNOS Rev TGGAGGAGCTGATGGAGTAG
TLR2 For AB085935 TCACTTGTCTAACTTATCATCCTCTTG [33]
TLR2 Rev TCAGCGAAGGTGTCATTATTGC
TLR4 For AB188301 GCCATCGCTGCTAACATCATC [33]
TLR4 Rev TCAGCGAAGGTGTCATTATTGC
TLRE For AB085936 AACCTACTGTCATAAGCCTTCATTC [33]
TLRE Rev GTCTACCACAAATTCACTTTCTTCAG
TLR7 For AB258453 CAGAAGTCCAAG CCAGCTT [31]
TLR7 Rev GGTGAGCCTGTGGATTTGTTG

Results reduced Aym of PAM (63.6% of MFI compared to the

Phenotypic characterization of primary porcine alveolar
macrophage cells (PAM)

The specific staining with different markers confirmed that
more than 95% of the cultured cells were PAM displaying
the following phenotypes: SW Ccateh gwelt, CDi1e3hish
CD14", CD16", MHCH" and DC-sign” (Additional flle 1:
Figure S1).

Cytotoxicity effects of T-2 treatment on PAM

A dese-dependent effect of T-2 toxin on cell viability was
demonstrated by measuring the ceflular ATP level after ex-
posing PAM to increasing concentrations of the toxin (Fig-
ure la). T-2 toxin did not induce a evtotoxic effect on PAM
from 0.3 to 3 nM while exposure to 10 nM of T-2 toxin
reduced the ATP level to 82% compared to the untreated
cells. At 30 oM, T-2 toxin induced a dramatic drop of cell
viability leading to only 31.4% of ATP level compared to the
control. 1Cy value deducted from the dose—response curve
was estimated at 1947 nM +/- 0.9753 nM.

To determine if the loss of cell viability is a consequence of
an apoptotic process, the identification of early apoptotic cells
was measured using FITC-annexinV reagent in conjunction
with a vital dye, propidiam iedide (PT). T-2 toxin (</10 nM)
did not induce apoptosis (Figure 1b). Only concentrations
over 30 nM produced a significant increase of Annexin®/PI”
cells (14%), revealing apoptosis of macrophages.

Apoptosis is associated with a loss of mitochondrial
membrane potential (Aym). To confirm the loss of via-
bility induced by T-2 toxin (Figure la and b), a DIOC6
staining which is a mitochondrial-specific and voltage-
dependent dye was carried out (Figure 1lc}. As expected,
treatment by FCCE, a potent reversible inhibitor of mite-
chondrial oxidative phosphoryvlation, used as a positive
control, induced a significant decrease of 41.6% of the
DIOC6 signal. From 0.3 to 10 nM, T-2 toxin did not
affect Aym, while 30 nM of T-2 toxin significantly

control). Thus, DIOCS staining results confirmed the in-
duction of the apoptosis by high dose of T-2 toxin and
demonstrated the similar dose~response regarding ATP
level and mitochondrial membrane potential. Based on
these results, a concentration of 3 nM was chosen for
the following studies.

Alteration of macrophage activation by 7-2 toxin

To investigate the effects of T-2 toxin on macrophage
activation, the cells were exposed for 1 h to 3 nM of T-2
toxin before being treated with different TLR-agonists
during 16 h (TLR2, TLR4, TLR2/6 and TLR7 agonists).
Two cytokines involved in the inflammation process
were measured to determine the macrophage activation
status: IL-1f and TNF-a The positive control {combin-
ation of LPS and IFN-v) led to high production of both
IL-1§ and TNF-«, at levels similar to those found
with TLR4 agonist (Figure 2a and b). Basal levels of both
IL-1f and TNF-a concentrations obtained in the nega-
tive control including neither T-2 toxin nor stimulation
with TLR-agonists were set off. However, cytokine levels
were different depending on the nature of TLR-agonists,
demonstrating a specific ability of each TLR-agonist to
induce a particular level of cytokine responses in PAM.
In particular, TLR2, TLR2/6 and TLR7 agonists seem to
induce lower production of TNF-a compared to TLR4
and IEN-y/LPS (Figure 2b).

Pre-exposure to 3 nM of T-2 toxin significantly
decreased both IL-1B and TNF-« induced by TLR2/6
agonist (50.4% and 559% reduction of production
respectively) and only a significant decrease of IL-1§
induced by TLR4 agonist (55.6%). Interestingly, pre-
treatment with T-2 toxin did not affect the production of
IL-1p and TNF-a cytokines in response to TLR7-agonist
activation (Figure 2a and b).
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Alteration of iINOS gene expression and nitric oxide
production induced by macrophage activation after T-2
toxin treatment

Nitric oxide (NO) production plays an important role in the
protection against intracellular microbiostasis. NO, produced
by macrophages in response to specific stimuli is catalyzed
by inducible Nitric Oxide Synthase (iNOS). Relative gene ex-
pression of INOS was assessed by quantitative real time PCR
(Figure 3a). As expected, TLR-agonists induced a significant
increase of INOS expression. By contrast, pre-treatment
with T-2 toxin abrogated expression of INOS induced by all
TLR-agonists used. Relative gene expression of iNOS was
closer than the expression of negative controls. To confirm

these results,the inhibition of NO production in activated
PAM by a T-2 toxin pre-treatment was investigated. The
production of NO was measured by flow cytometry,
using the DAF-FM probe (Figure 3b). As observed for
pro-inflammatory cytokines, IFN-y/LPS combination as
well as TLR-agonist stimulation led to NO production
by macrophages, thereby confirming the activation
process. However, T-2 pre-treatment did not seem to
affect production of NO by IFN-y/LPS co-stimulation.
In addition, T-2 toxin pre-treatment significantly decreased
to 100 and 72.5% the NO production after activation by
TLR4 and TLR2/6 agonists respectively. T-2 toxin pre-ex-
posure has also non-significantly decreased (p=0.06 and
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Figure 2 Concentration of IL-18 and TNF-a in supematants of PAM pre-incubated with T-2 toxin. Cells were cuy for 1 hin the presence

p=0.32) the preduction of NO initiated by the ligands of
both TLR2 and -7 (69.8 and 49.0% reduction of produc-
tion). These data suggest that T-2 treatment alters the im-
plementation of pro-inflammatory response which is
inifiated by TLR-agonists. Transcriptomic data of iNOS
gene expression could partially explain the decrease of NO
production by porcine alveolar macrophages observed
with DAF-FM staining.

Effects of T-2 toxin on mRNA expression of TLR

To understand the decrease of the pro-inflammatory
response, the effect of T-2 toxin on the mRNA expression of
specific TLR was evaluated. As expected, treatmment of PAM
by specific TLR-agonists, led to significant increase in relative
mRNA expression of specific TLR (Table 2). It is worth men-
tioning that T-2 pre-exposure did not lead to a complete in-
hibition of the mRNA expression. However, a pre-incubation
with 3 nM of T-2 toxin before activation induced a significant
decrease of 60.1%, 64.3% and 68.8% of relative expression of
TLR2, TLR4 and TLR2/6 mRNA expression respectively
(Table 2}. Remarkably, T-2 texin did not significantly reduce
mRNA expression of TLR7.

Effects of T-2 toxin on the expression of cell surface
receptors of macrophages

In order to examine the specificity of action of T-2 toxin
on cell surface receptors, we analyzed the expression

by flow cvtometry of two receptors, namely CD14 (co-re-
ceptor with the TLR4 for the detection of bacterial LPS)
and CD206 (macrophage mannose receptor) present on the
cell surface, after treatment with T-2 toxin (Figure 4}. Sur-
prisingly and in contrast to the T-2 toxin action observed
on TLR expression, the expression level of both receptors
was not affected by the presence of T-2 toxin (Figure 4).
Moreover, TLR-agonist stimulation did not induce an in-
crease of expression of these two cell surface markers.

Discussion

Pigs are preferential targets of many respiratory diseases
caused by bacteria such as Pastenrelle wmnltocide [35].
Different swine respiratory viruses such as African swine
fever virus (ASFV) [36] or porcine reproductive and re-
spiratory syndromie virus (PRRSV) [37] also target alveolar
macrophages for their replication. It is well established that
when incorporated in feed or given in daily doses, T-2 toxin
decreases resistance against viral or bacterial infections
[12,15]. Moreover, Ziprin et al. [13] showed that the T-2
toxin effect on the course of in vivo bacterial infection
depends on the nature of the infectious agent. Based on
these different data, the present study is of further interest
to address whether T-2 toxin can similarly reduce immune
resistance depending on the nature and composition of
microbial pathogens, using TLR4 and TLR6-agonists, struc-
turally conserved molecules derived from these pathogens.
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The current study indicates that the immune response  [10,28,38,39]. We observed that after 16 h exposure to
implemented by alveolar macrophages is impaired by T-  T-2 toxin, the cell viability of PAM is affected by 10 nM
2 toxin. T-2 toxin is known to be cytotoxic and to induce  of T-2 toxin and the IC;, value was evaluated near 20
apoptosis on immune cells like human monocytes, nM. This concentration was in accordance with other
human dendritic cells and human and rat macrophages  studies on immune cells [10,40]. Cell death may be due

Table 2 Relative mRNA expression of TLR {2, -4, -2/6 and -7) after T-2 toxin treatment in PAM

negative control TLR-L T-2+TLR-L
HKLM (TLR2-L) 1 +/-014 76.92 +/- 16.67% 2908 +/- 816 (%), (1
LPS {TLR4-L) 1 +/-011 17.69 +/- 480% 6.32 +/— 146 (%), ©
FSL1 (TLR2/6-L) 1 +/-022 25990 +/- 7591*% 81.07 +/- 1562 (%), (¥)
Imiquimod (TLR7-L) 1 +/-020 1366 +/— 392% 703 +/- 166 (%)

Primary porcine cells (2 x 10° cells per mL) were exposed or not with 3 nM of T-2 toxin for 1 h before activation during 4 h at 39°C by different TLR-agonists:
TLR2-agonist (HKLM); TLR4-agonist {LPS); TLR2/6-agonist (FSL1) and TLR7-agonist {(Imiquimod). Relative expression of TLR genes was evaluated by
quantitative real time PCR. Data were analyzed by DART-PCR software and gene expression was normalized by the mean of two housekeeping genes (RPL32
and p2-microglobuline). TLR gene expression was reported to unstimulated PAM. After checking for the normal distribution of data carried out with one-way
ANOVA test, Student test was conducted to determine the differences among groups. The mean (+/— SEM) of the values obtained with PAM from five
different piglets are shown. Significant differences (P < 0.05) between unstimulated cells {(negative control) and cells treated by each TLR-L are marked with
an asterisk (¥). Significant differences (P < 0.05) between TLR-L-activated cells in the presence or not of T-2 toxin treatment are marked with (t).
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Figure 4 Effects of T-2 toxin on the expression of both cell surface receptor on macrophage: TLRA co-receptor {CD14) and mannose

to necrosis or apoptosis. The T-2 toxin is known to
induce the apoptosis pathway at varying concentrations
depending on the targeted cells [38,39,41,42]. For
example, in primary culture cells of hematopoietic
progenitors, T-2 toxin induces apoptosis after 3 h of in-
cubation with 10 nM of the toxin and a maximum
reached at 12 h [43] while in macrophage cell lines
(RAYY 267.7), T-2 toxin induces less than 5% of apep-
totic cells after 6 h of incubation with 5 nM of T-2 toxin
[44]. The latter results are comparable to our data. A
significant induction of apoptosis was shown with the
exposure of 30 nM of T-2 toxin on PAM after 16 h of
treatment. In order to avoid possible adverse effects due
to cytotoxic and apoptotic process, a non cytotoxic and
non apoptotic concentration of 3 nM of T-2 toxin was
used for PAM activation studies. Moreaver, the dose of 3
oM of T-2 toxin was relevant as a low dose and close
to the provisional tolerable daily intake (TDI) of 100 ng /
Kgbw / d [4].

Activated macrophages are the primary source of pro-
inflammatory cytokines, including IL-1B and TNF-«

[2745]. Production of these two cytokines, in response
to TLR-agonists and notably LPS, could be observed in
the present study. Interestingly, after pre-treatment with
low doses of T-2 toxin, a reduction of pro-inflatamatory
cytokine concentrations appeared dependent on the
nature of the TLR-agonists. The IL-1§ production was
reduced after activation by the TLR2-agonist and
significantly decreased after TLR4- and TLR6-agonist
activation. By conftrast, we did not observe a reduction of
IL-1B production after activation of Pathogen Associated
Molecular Patterns (PAM) by the TLR7-agonist. Similar
results were observed regarding TNF-o response.

TLR expressed on antigen presenting cells (APC) such
as macrophages, are critical for recognition of the PAMP
on microorganisms and their abilities to induce appro-
priate immune responses. Extensive research on TLR has
been performed in humans and rodents while only a few
studies on porcine TLR have been completed. However,
most of the studies on swine TLR have clearly demon-
strated a correlation between the expression levels of
TLR2 and TLRY expressed in several tissues (lung, heart,
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spleen, small intestine, mesenteric lymph nodes...) at
the first stages of life and the capacity for newborn
piglets to have an early efficient immune function
[46,47]. Moreover, similar distribution of TLR on human
and swine cells, unlike rodents, has been previously
described [48]. Human alveolar macrophages have low
TLRZ2 expression leading to a low productien of TNF-«
and IL-6 cytokines [49]. Similarly, the TLR2 expression
level measured in human bronchealveolar cells by Juarez
et al. [49] could explain the low TNF-a protein concen-
tration obtained in response to the TLR2-agonist in this
study.

It is known that activation of macrophages by agonists,
such as LPS, triggers the enhancement of expression of
iNOS leading to NO productien [26]. In the present
investigation, a T-2 toxin pre-treatment induced a signifi-
cant decrease of NO production in PAM activated by
TLR4 and TLR2/6 agonists. However, this toxin did not
affect NO production after activation of macrophages by
either IFN-y/LPS or TLR2 and -7 agonists. DON and
nivalenol also affect the immune response by inhibiting
NO production in mice macrophage cell lines in vitro
(RAW264) [50]. In addition, this study demonstrated
that there is a parallel between the decreasing of NO
production and the decreasing of INOS mRNA gene
expression which could partially explain the effect of T-2
toxin on NO production.

Taken together, these results demonstrate the
complexity of mycotoxin action depending on the cell
activation status and mycotoxin doses. The TLR agoenist-
sensitized macrophage responds to subsequent toxin
challenge with a robust and potentiated cytokine
response. By contrast, our study showed that T-2 toxin
pre-exposure inhibited naive macrophage fo inifiate an
inflammatory response to TLR-ligands. This inhibition
could be attributed to a defect of pathogen pattern rec-
ognition due to a T-2 toxin effect on TLRZ, 4 and -2/6
expression. Due to a lack of commercially available
antibodies for pigs, we could not verify the cell surface
expression of these TLR. However, the present study
showed that the importance of this inhibition seems to
depend on the nature of the TLR. Indeed, the expression
of TLR7 mRNA seemed less affected by the toxin. These
results were consistent with the less inhibitory effect of
T-2 toxin on the inflammatory response when PAM were
activated by TLR7-agenist. This one is specifically
located on the endosomal membrane and could explain
that a '1-2 toxin pre-exposure did not appear to disrupt
the pro-inflammatory response.

The alteration of TLR expression could possibly
influence the functions and efficacy of alveolar macro-
phages in terms of antigen processing and release of
cvtokines. It is tempting to speculate that the sensitized
macrophage phenotype depends on both appropriate
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surface TLR expressions enabling the recognition of
pathogen motifs and the appropriate induction of the
cytokine signaling pathway. However, the effects of T-2
toxin seem to be TLR-receptor specific since neither co-
receptor CD14 nor mannose receptor (CD206) were
affected by the toxin. Our group has already shown in a
previous study that DON can also inhibit cell surface
expression of activation markers of human macrophages
such as CD14, CD54, CD119 and HLA-DR [51].

Trichothecenes have the ability to modulate immune
function by disrupting intracellular signaling pathways
within leukocytes responsible for driving both altered
immune-regulatory gene expression as well as apoptosis
[52]. A review by Pestka et al. [53] demonstrated the
preferential targeting of DON on the activation of mitogen-
activated protein kinases (MAPK), thereby leading to the
modulation of immune responses and apoptosis [53]. In
addition to specific intracellular localization of TLRY, the
absence of T-2 toxin action on immune responses after
TLR7 agonists activation can be explained by focusing on
the specificity of TLR7-signaling pathways. In confrast fo
other TLR which involved both MAPK and canenical IKK
complex for the transcription of inflammatory cytokine
genes, TLRY agonist activates only the TKKa signaling path-
way ta induce inflammatory cytokines [21].

Based on our finding that the T-2 toxin down-regulated
the activation of TLR, it could be hypothesized that expos-
ure to low concentrations of T-2 toxin may increase the
susceptibility of humans and animals to opportunistic
infections. The present study sheds new light on the
potential of mycotoxins to interfere with the immune
system by decreasing the expression pattern recognition of
pathogens, and thus the initiation of immune responses
against bacterial and viral infections. These results may
help to explain the immunosuppressive effect of T-2 toxin
observed in vivo during viral respiratory infection such as
reovirus {15].

Given that food and feed are sometimes contaminated
by T-2 and other trichothecenes, serious questions
remain regarding risks from chronic ingestion of these
toxins. Understanding the molecular mode of action of a
mycotoxin can assist in predicting potential adverse
human and animal health effects.
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ETUDE 2.

Effet des trichothécénes sur la balance immunitaire intestinale

IL-17/Tregs dans le modeéle porcin

Dans cette étude, l'effet des trichothécénes (DON et toxine T-2) sur la réponse
inflammatoire au niveau du GALT a été étudié. Responsables de nécroses au niveau des
tissus hématopoiétiques et des organes lymphoides, les trichothécénes sont connus pour
étre de puissants immunomodaulateurs, leurs cibles privilégiées étant les cellules du systeme
immunitaire. La réponse immunitaire intestinale repose sur une délicate balance entre Ila
réponse inflammatoire caractérisée par la production d’IL-17 (par les cellules productrices
d’IL-17 a savoir, les cellules Th17, les cellules TyS-1L-17, ILC17, les cellules NKT-IL-17" et la
réponse anti-inflammatoire ou régulatrice de cette réponse effectrice faisant intervenir les
cellules T régulatrices.

L'effet du DON et de la toxine T-2 sur les acteurs principaux de cet équilibre
immunitaire intestinale a été déterminé, a savoir les cellules T productrices d’IL-17 et les
cellules anti-inflammatoires T régulatrices (Tregs) mais également sur les cellules immuno-
compétentes capables de moduler cette balance : les cellules dendritiques et les IECs. Cette
étude a été divisée en deux étapes : la premiere étape a consisté en une analyse descriptive
de l'effet du DON sur le profil cytokinique a travers une étude transcriptomique de la
réponse inflammatoire intestinale via I'utilisation de 3 modeéles d’exposition différents (in
vitro, ex vivo et in vivo). La seconde étape a consisté a comparer les effets du DON et de la
toxine T-2 sur le profil d’expression de certaines cytokines intervenant dans I’lhoméostasie
intestinale en utilisant le modele ex vivo d’explants intestinaux, puis de tenter de
décortiquer les mécanismes induits par ces toxines a |'aide de différents modeles cellulaires
et outils méthodologiques: l'utilisation de lignée de cellules épithéliales, la maturation de

MoDCs et le phénotypage de sous-populations de lymphocytes issus de PBMCs.
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I. Effet du déoxynivalénol

Dans la premiere partie de cette seconde étude, I'effet du DON sur la réponse

inflammatoire au niveau du GALT a été évalué.

Ce travail a donné lieu a la publication suivante parue dans Plos One (IP : 3,73):

Julie Seeboth™ Patricia M. Cano*, Francois Meurens, Juliette Cognie, Roberta Abrami,
Isabelle P. Oswald, Laurence Guzylack-Piriou 2012. *These authors contributed equally.
Deoxynivalenol as a new factor in the persistence of intestinal inflammatory diseases: an

emerging hypothesis through possible modulation of Th17-mediated response (PlosOne).
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Abstract

Background/Aims: Deoxynivalenol (DON) is a mycotoxin produced by Fusarium species which is commonly found in
temperate regions worldwide as a natural contaminant of cereals. It is of great concern not anly in terms of economic losses
but alse in terms of animal and public health. The digestive tract is the first and main target of this food contaminant and it
represents a major site of immune tolerance. A finely tuned cross-talk between the innate and the adaptive immune
systems ensures the hemeostatic equilibrium between the mucosal immune system and commensal microorganisms. The
aim of this study was to analyze the impact of DON on the intestinal immune response.

Methodology: Non-transformed intestinal porcine epithelial cells IPEC-1 and porcine jejunal explants were used to
investigate the effect of DON on the intestinal immune response and the modulation of naive T cells differentiation.
Transcriptomic proteomic and flow cytometry analysis were performed.

Rasufts: DON induced a pro-inflammatory response with a significant increase of expression of mRNA encoding for IL-8, IL-
1e and IL-1B, TNF-« in all used models. Additionally, DON significantly induced the expression of genes involved in the
differentiation of Th17 cells (STAT3, IL-17A, IL-6, IL-1p) at the expenses of the pathway of requlatory T cells (Treqg) (FoxP3,
RALDH1). DON also induced genes related to the pathogenic Th17 cells subset such as IL-23A, IL-22 and IL-21 and not
genes related to the regulatory Th17 cells (rTh17) such as TGF-B and IL-10.

Conclusion: DON triggered multiple immune modulatony effects which could be associated with an increased susceptibility
to intestinal inflammatory diseases.
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Introduction Although it is not the most acutely toxic trichothecene, DON is
regarded as an important food safety issue since it is the most
prevalent trichothecene in wheat, corn, barley and their by-
products in Europe and North America [5,6]. Toxicity of DON
has been largely demenstrated for humans and all animal species
tested [7] but swine, which are readily exposed to this toxin
through their cereal-rich diet, are the most sensitive [8]. Therefore
they make an excellent research model for amimal and even
human exposure to DON due to higher similarities concerning the
digestive and the immune system than other ammal models [9,10].
Acute exposure to high doses of DON results in diarrhea,

Mycotoxins are fungal secondary metabolites that commonly
contaminate human food and animal feed. Given their global and
frequent occurrence, their stability through the foed processing
chain [1] as well as their known toxic effects, mycotoxins have
become a major concern in Europe and North America. Their
effects on humans and domestic animals range from decreased
resistance to infectious diseases and growth impairment, to cancer
induction and death [2,3,4].

Deoxynivalenol (DON) is a mycotoxin of the trichothecenes
family mainly produced by Fusarium graminearum and F. culmorm.

PLOS ONE | www.plosone.org 1 January 2013 | Volume 8 | Issue 1 | e53647
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vomiting, leukocytosis, gastrointestinal hemorrhage and ultimately
death whereas chronical exposure to low doses of this toxin
induces anorexia, reduced weight gain and altered nutritional
efficiency [7].

This toxin specifically targets dividing cells such as intestinal
epithelial cells and immune cells [11]. It can alter the expression of
transcription factors by readily binding to the ribosomes and
rapidly activating mitogen-activated protein kinases (MAPKs),
thus possibly affecting cytokines production and membrane
receptors [12].

The intestinal tract is the first physical barrier against food
contaminants, chemicals and intestinal pathogens and as such, it
plays an important role in the regulation of the immune response
to these intrusions. Previous studies have demonstrated that
intestinal absorbance of DON takes mainly place in the jejunum
both directly from the intestinal lumen to the apical side of the
intestinal epithelium and also indirectly through already absorbed
toxin reaching the intestinal epithelial cells (IECs) from the blood
stream to the basolateral side [13]. Low doses of this toxin can
induce morphological and histological impairments of IECs such
as atrophy and fusion of the villi [14,15]. It can also decrease the
number of goblet cells [14] and alter the intestinal permeability by
repressing the expression of tight junction proteins such as claudins
3-4, ZO-1 and occludin [14,16,17,18]. Basolateral exposure to
DON recently showed to have a more severe impact on the
intestinal barrier integrity and DNA fragmentation than apical
exposure [19].

As a defense mechanism, the intestinal epithelial cells are able to
produce several pro-inflammatory cytokines such as the tumor
necrosis factor-alpha (TNF-o), interleukin (IL)-6 and different
chemokines such as IL-8 and the CC-chemokine ligand (CCL)-20
that are crucial for the recruitment and activation of the
underlying immune cells of the lamina propria [20]. IECs also have
a particularly close interaction with dendritic cells (DCs) that play
an essential role in the initiation of the adaptive immune response
mediated for the most part by CD4" T helper (Th) cells.
Depending on the local intestinal environment, different popula-
tions of DCs shape the immune response by activating naive T
cells and inducing their differentiation into specific effector T cell
populations [21]. Against intracellular infections, Thl cells are
induced to secrete interferon-gamma (IFN-y) and IL-12 and
regulate cellular immunity. DCs are also strongly implicated in the
maintenance of tolerance by inducing T regulatory cells (Tregs)
that secrete IL-10 and the tumor growth factor beta (TGF-p).
Another subset of T helper lymphocytes, the Thl7, was recently
described as an important mediator of mucosal immunity, defense
against extracellular pathogens and autoimmunity [22]. Interest-
ingly, Thl7 cells have been related te both pathogenic and
regulatory responses, which are generated by two distinct
populations of Thl7 with a common signature cytokine, IL-17A
[23,24]. The dichotomy of Thl7 cells results from different
stimuli: IL-6, IL-1p and IL-23 promote the expression of pro-
inflammatory cytokines by the so-called pathogenic Th17 whereas
IL-6 and T'GF-p restrain the pathogenic potential of these cells by
inducing the productien of IL-10 by regulatery Thl7 (rThl7)
[23,24]. The same plasticity allows induced Tregs to reverse their
phenotype and acquire the functions of pathogenic Thl7 when
cultured with IL-6 [25]. Plasticity of T lymphocytes ensures the
adequacy of the immune response to an offensive situation and is
critical to maintain the balance between protection and homeo-
stasis. All of this relies on a well-established communication
between IECs, DCs and the different T helper cell subsets. The
damages caused to the intestinal epithelium by exposure to DON
could disrupt these interactions and thus lead to severe
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disturbances of the intestinal immune system. Taken together,
all of this could lead to persistent tissue inflammation and
eventually, to chronic intestinal inflammatory diseases such as
intestinal bowel disease (IBD) characterized by a dysfunctional
intestinal barrier and autoimmune responses. DON could play a
role in the induction and/or persistence of such inflammatory
diseases [26]. However it is noteworthy that few publications have
paid attention to the intestinal effects of DON, and even less to the
effect of DON on the above mentioned balance between T cells
populaticns.

The aim of this study was to analyze the influence of a low but
relevant concentration of DON on the cytokines levels produced
by the different subsets of intestinal T lymphocytes using three
methodological approaches: @ wi#ro, a non transformed porcine
intestinal epithelial cell line (IPEC-1) [16,17] and ex zwo porcine
intestinal explants [27].

Materials and Methods

Chemicals

Purified DON stock (Sigma Aldrich, Ayshire, UK) was dissolved
in dimethylsulfoxide (DMSO) and stored at —20°C before dilution
in complete cell culture media. Control samples were treated with
equivalent concentrations of DMSO, which were non cytotoxic.

Treatment of the Intestinal Epithelial Cell Line IPEC-1

The Intestinal Porcine Epithelial cell line (IPEC-1) was derived
from the small intestine of a newborn unsuckled piglet [28]. IPEC-
1 cells are capable of differentiating into mature enterocytes to
form a uniform and polarized epithelial layer that suitably mimics
the intestinal epithelial barrier and its apico-basolateral discrim-
ination. They have been largely previously used to study bacterial
infections, intestinal epithelial integrity, and trans-epithelial
transport [18,29,30].

IPEC-]1 cells were grown and differentiated as previously
described [31]. Briefly, cells were seeded into 4.2 cm® polyethylene
terephtalate membrane inserts with 0.4 um pore size (Beckon
Dickinson, Pont de Claix, France) at 2 x 10° cells per well in 2 ml
of growth media. Treatments were applied to the apical
compartments of the inserts.

IPEC-] cells were incubated for 1.5 h,4 h,8 h, 12 hor 24 hin
the presence of 10 uM of DON or DMSO at 39°C in a humidified
atmosphere of 5% COy. After treatment, supernatants were
collected to evaluate cytokine production and cells were harvested
for transcriptional analysis.

Treatment of Explants Cultures

All animal experiments were carried out in accordance with
European Guidelines for the Care and Use of Animals for
Research Purposes. Jejunal tissue was obtained from six piglets
which were 5 week-old, 7 days after weaning. Animals were fed ad
libitum prior to the experiment. A 5 cm middle jejunum segment
was collected in pre-warmed Williams media (Sigma) supplement-
ed with 200 U/mL penicillin and 200 ug/mL streptomycin
(Eurobio, Courtaboeuf, France). It was washed twice and opened
longitudinally. Then, the external funica muscularis was removed
and explants were made with punch trocards (centravet, Lapalisse,
France) and were placed in Williams culture media supplemented
with 1% of penicillin/streptomycin, 0.5% of gentamycine
(Eurcbio), 4.5 g/L of glucose (Sigma), 10% FBS (Eurobio) and
30 mM of amino acid (Ala/Glu) (Eurobio). Pig jejunal explants
were incubated with 10 uM of DON or DMSO for 4 h, 8 h or
12 h at 39°C in a humidified atmosphere of 5% CO,. After
treatment, tissues were collected for transcriptional analysis.
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IL-8, IL-1 Alpha and IL-17 Cytokine Assays

Concentrations of IL8 and IL-1 alpha were measured by
enzyme linked immuno-absorbent assays (ELISA) using specific
kits for porcine IL8 and IL-1 alpha (R&D Systems, Minneapolis,
MN, USA). Plates were washed with PBS/Tween 20 and then
blocked with PBS containing 1% BSA (w/v) for 1 h at room
temperature (RT). Supernatant samples were added to the ELISA
plate in duplicate and incubated for 2 h at RT. After washing,
wells were incubated with biotinylated specific detection antibodies
for porcine IL8 and porcine ILl-alpha (R&D Systems) for 2 h at
RT. Then, streptavidin-HRP-conjugated antibedy (Thermo Fish-
er Scientific, Courtaboeuf, France) was added for 30 min at 37°C.
Positive reactions were revealed by 3,3’,5,5 -tetramethylbenzidine
(TMB) (Thermo Fisher Scientific) and reactions were stopped with
H;SO0, 2 N. The optical density (OD) was read at 450 nm.

Cytokine [L-17 was measured using the swine IL-17A VetSet™
ELISA Development kits (Kingfisher biotech, St.Paul, MN, USA).

RNA Extraction and Quantitative Real-Time Polymerase

Chain Reaction (qRT-PCR) Analysis

Quantitative real-time PCR (gPCR) was performed to deter-
mine the relative mRNA expression levels of chemokines,
interleukins, chemokines receptors, enzymes, and several tran-
scription factors involved in the modulation of the intestinal
immune response. Total RNA from IPEC-1 cultures and jejunal
explants was extracted with Trizol Reagent (Extract all, Eurobio).
RNA concentration, integrity and quality were determined
spectrophotometrically using Nanodrop ND1000 (Labtech Inter-
national, Paris, France). RIN of these mRNA fluctuated between
6.80 and 4.70 for 4 hours and 12 hours of culture times,
respectively. Then, reverse transcription and real-time gPCR steps
were performed as previously described [32]. Non-reverse
transcripted RINA was used as non-template control for verifica-
tion of genomic DNA amplification signal. Specificity of gPCR
products was assessed at the end of the reactions by analyzing
dissociation curves. Primers were purchased from Invitrogen
(Invitrogen, Life Technologies Corporation, Paisley, UK). Specific
sequences were specified in tableé 1. Amplification efficiency and
initial fluorescence were determined by the AACt method, then
obtained values were normalized using two reference genes,
ribosomal protein L32 (RPL32) and cyclophilline A [33]. Stability
of these genes was demonstrated previously in intestinal tissues
[34]. mRINA expression levels were expressed relative to the mean
of the control group at 4 h of exposure to DMSO alone.

Analysis of T Regulatory Cells Phenotype in Lamina
Propria Cultured With DON

Leucocytes were isolated from jejunal lamina propria harvested
from two pigs by collagenase digestion as described previously
[35]. Briefly, pieces of small intestine were incubated for 2 times
45 min in several changes of calcium and magnesium-free Hank’s
balanced salt solution (HBSS), containing 1| mM of ethylenedi-
amine tetra-acetic acid (EDTA) at 37°C on a shaking platform.
This procedure largely removed the epithelial layer. The
remaining tissue was then digested in RPMI-1640 containing
0.36 g/ml of collagenase (Collagenase Grade V, Sigma), 10% of
FBS, 20 mM of Hepes (Eurobio, Paris, France) and 2000 U/ml of
Dnasel (Roche diagnostics, Mannheim, Germany) at 37°C for 1 h
on a shaking platform. Cells were suspended in a 40% Percoll in
RPMI solution and underlaid with a 80% Percoll solution
(Pharmacia, Uppsala, sweden). Low-density cells were recovered
from the 40%/80% gradient interface. Cell suspensions isolated
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from lamina propria were cultured with different concentration of
DON: 0.1 to 10 mM for 48 h at 39°C.

Following 2 days of culture, lymphocytes were evaluated for
their expression of CD4, CD25, and FoxP3 using flow cytometry.
Briefly, cells were first stained with mouse anti-porcine CD4 (clone
MIL17, ACRIS, Herford, Germany) and mouse anti-porcine
CD25 (AbD Serotec, Colmar, France). As secondary antibodies
isotype-specific fluorochrome- or biotin-labelled goat anti-mouse
antibodies («IgGl-Alexa 488, algG2b-biotin (Invitrogen) were
used. Biotin-labelled secondary antibodies were further marked
with APC-Cy7 streptavidin conjugate (Invitrogen). For intracellu-
lar staining, cells were permeabilized with a FoxP3 permeabiliza-
tion/fixation buffer kit followed by staining with anti-mouse/rat
FoxP3-PE that reacts with porcine FoxP3 (eBioscience Inc., San
Diego, CA). Flow cytometric analysis was conducted on the
lymphocytes using a MACSQuant analyser (Miltenyi biotech,
Paris, France) and Venturi solfware. Dendritic cells were excluded
based on forward and side scatter.

Statistics

After checking of normal distribution of data, we performed
Fisher test and Student’s t-test to compare values between multiple
groups. The statistical analysis of the data was carried out with
Statview software (Statistical Analysis System; SAS for Windows 98;
SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). Differences were considered to
be statistically significant when the p-value was lower than 0.05.

Results

DON potentiated the expression of immune genes and
increased protein concentration in differentiated IPEC-1 cells in
a time-dependent manner.

‘We initially aimed to investigate the effects of DON on gene
expression and protein production involved in the inflammatory
immune response. Characterization of DON immune modulatory
effects was first assessed by mRNA expression analysis in intestinal
epithelial cells (IPEC-1) (Fig.6 1). In untreated cells, no statistical
difference in mRINA expression was measured between the
different times of exposure, reflecting the absence of spontaneous
inflammation caused by extended culture time. Exposure to DON
significantly increased the expression of pro-inflammatory and
regulatory cytokines, chemokines and of the enzyme RALDH
(Fig.6 1A). Barly up-regulation in response to DON treatment was
observed for IL-8, IL-1a and CCL20. Expression of these genes
reached a maximum level after 4 h of DON exposure (100, 14 and
18 fold increase, respectively). mRINA expression levels of these
three cytokines decreased in the course of time but remained
significantly up-regulated until 24 h of DON exposure. These
responses were correlated with IL-8 and IL-lo protein levels
which were significantly up-regulated after 8 h of DON exposure
(Fig.6 1B). In addition to these early expressed genes, TGF-B,
CX3CLI1 and RALDH] were also significantly increased but only
after 8 h of exposure to DON (Fig.6 1A).

Differentiated IPEC-1 cells were cultured in presence (black
squares/bars) or absence (white diamonds/gray bars) of 10 uM of
DON for 1.5h, 4h, 8h, 12 h or 24 h. Gene expression was
analyzed by RT-qPCR and protein levels by ELISA. Gene
expressions were normalized by the mean of two reference genes
(Cyclophilin A and RPL32). Data are presented as means +/—
SEM of values obtained with three independent experiments.
mRNA values are expressed relative to the control group at 4 h.
Asterisks denote significant differences between groups: * P<<0.05;
#P<20.01; *** P<0.001.
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Table 1. List of genes, primers sequences (F: Forward; R: Reverse) and accession numbers and references.

Gene Symbol Gene name Primer sequence References

ILT-o Intedeukin 1 - alpha F: TCAGCCGCCCATCCAA NC 010445.3
R: AGCCCCGGTGCCATGT

ILT-p Interleukin 1 - beta F: GAGCTGAAGGCTCTCCACCTC NM_0010065149
R: ATCGCTGTCATCTCCTTGCAC

TNF-o Tumor necrosis factor - alpha F: ACTGCACTTCGAGGTTATCGG NM_214022
R: GGCGACGGGCTTATCTGA [32]

ILe Interleukin 6 F: GGCAAAAGGGAAAGAATCCAG NM_214399
R: CGTTCTGTGACTGCAGCTTATCC [68]

IL8 Interleukin 8 F: GCTCTCTGTGAGGCTGCAGTTC NM_213867
R: AAGGTGTGGAATGCGTATITATGC [14]

IL10 Interleukin 10 F: GGCCCAGTGAAGAGTTTCTTTC NM_214041
R: CAACAAGTCGCCCATCTGGT [14]

IL12-p40 Interleukin 12 p40 F: GGTTTCAGACCCGACGAACTCT NM_214013
R: CATATGGCCACAATGGGAGATG

IL1 75 Interleukin 17 - alpha F: CCAGACGGCCCTCAGATTAC AB102693
R: CACTTGGCCTCCCAGATCAC [69]

IL21 Interleukin 21 F : GGCACAGTGCCCCATAAATC MN_214415
R: GCAGCAATTCAGGGTCCAAG [70]

IL22 Interleukin 22 F: AAGCAGGTCCTGAACTTCAC AY937228
R: CACCCTTAATACGGCATTGG [69]

IL23A Intereukin 23 - alpha F: GAGAAGAGGGAGATGATGAGACTACA [66]
R: GGTGGATCCTTTIGCAAGCA

TGF-B Transforming growth factor - beta F: GAAGCGCATCGAGGCCATTC X54859
R: GGCTCCGGTTCGACACTTTC [69]

CCL20/MIP3 alpha Chemokine {CCL20) F: GCTCCTGGCTGCTTTGATGTC NM_001024589
R: CATTGGCGAGCTGCTGTGTG (661

IFMN-y Interferon - gamma F: TGGTAGCTCTGGGAAACTGAATG NM_213948
R: GGCTTTGCGCTGGATCTG [66]

ROR-y like Nuclear receptor ROR-gamma-like F: CCTGGCCCTGGGCATGT NC_010446.3
R: TGTTCTAGCAGCGTCCGAAGT

FoxP3 Forkhead box P3 F: GGTGCAGTCTCTCTGGAACAA AY669812
R: GGTGCCAGTGGCTACAATAC [66]

CX3CL1/Fractalkine Chemokine {CX3CL1) F: GCAGCTCCTAGTCCATTAC EST Ck464144
R: CACCATTCTGACCCAAAG [66]

XCR1 Chemaokine {(XCR1) F: TCTTCTGCAAGCTTCTCAACATC [66]
R: GGCTGACCACGGACAGGTA

CCRe Chemaokine {CCR6) F: CCTGCACTGCTGCCTCAA [71]
R: TTCAGAAAGTAGCTCCGGAA

STAT3 Signal transducer and activator of transcription 3 F: TGCAGCAGAAAGTGAGCTAC MN_GG1044580
R: CCGGTCTTGATGACTAATGG [221

RALDH1 Retinaldehyde deshydrogenase 1 F: TGGAGTGTGTGGCCAGATCA N-010460-3
R: GCAGGCCCTATCTTCCAAATG [721

T-bet T-cell beta chain Th17-Th22 like F: TITGTGGCCTTTTGCATCCT Present study
R: CCTGTGTTTGTGATCTTGTTCCTT

Cyclo A Cyclophilin A F: CCCACCGTCTTCTTCGACAT MN_214353
R: TCTGCTGTCTTTGGAACTTTGTCT [221

RPL32 Ribosomal Protein L32 F: AGTTCATCCGGCACCAGTCA MN_0010601636
R: GAACCTTCTCCGCACCCTGT [16]

doi:10.1371/journal pone.0053647.t001
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Figure 1. Deoxynivalenol induced cytokines and chemokines mRNA relative expression (A) and protein concentration (B) in IPEC-1

cells.
doi:10.1371/journal.pone.0053647.g001

DON increased relative mRNA Expression Levels of Both
pro-Inflammatory Cytokines and DC-Recruiting
Chemokines in an ex vivo Model of Porcine jejunal
Explants

In order to get an insight on the impact of DON on the cross-
talk between epithelial cells and immune cells and its impact on
the emergence of the mucosal immune response, porcine jejunal
explants were exposed to 10 uM of DON. After 4 h, DON
exposure induced an up-regulation of mRINA expression of pro-
inflammatory cytokines (IL-8, IL-1ot and TNF-o) as well as DC-
recruiting chemokines (CCL20, CCR6, CX3CLl and XCRI)
(Fig.6 2). Concerning pro-inflammatory cytokines, two different

PLOS ONE | www.plosone.org

kinetics appeared again. The increase of both IL-8 and IL-1& was
progressive in a time dependent manner and these cytokines
reached their highest expression levels after 12 h (12 and 13 fold
induction, respectively) (Fig.6 2A). On the contrary, the significant
up-regulation of TNF-& kept more or less steady along the
different time points. An additional experiment involving jejunal
loops of a 5 week-old pig @ vwo to 10 UM of DON, suggested a
decrease in the expression of these pro-inflammatory cytokines
after 24 h of exposure (Fig. S1).

The expression of DC-recruiting chemokines was also measured
in our explants model to analyze the effect of DON on CCL20/
CCR6-mediated signals which can induce chemotaxis of CCR6-
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Figure 2. Deoxynivalenol up-regulated pro-inflammatory cytokines (A) and DCs-recruiting chemokines mRNA relative expression

(B) in jejunal explants.
doi:10.1371/journal.pone.0053647.g002

expressing DCs and macrophages to sites of tissue damage, driving
preferentially the differentiation of naive T-cells towards Thl or
Thl7 (Fig.6 2B). The exposure of jejunal explants to DON
significantly increased the expression of CCL20 and CCR6 with a
peak after 12 h of exposure (7 and 12 fold induction, respectively).
Secondly, we analyzed the expression of CX3CLI1 which is known
to inhibit Thl and Thl7 differentiation. Opposite to GCL20 and
CCR6, CX3CL! exhibited a maximum peak at 4 h (22 fold
induction) and decreased progressively after 8 h and 12 h of DON
exposure. XCR1, which is also implicated in DC recruitment, was
significantly induced by DON at all exposure times but its
maximum level was reached at 8 h of DON exposure (7 fold
increase). The expression of both CX3CLI1 and XCR1 decreased
after their maximal induction peak (after 4 h and 8 h respectively)

PLOS ONE | www.plosone.org

and this tendency was maintained in the loops experiment after
24 h of exposure (Fig. S1).

Explants were exposed or not with 10 uM of DONfor 4 h, 8 h
or 12 h. Gene expressions were evaluated by RT-gPCR and
normalized with two reference genes (Cyclophilin A and RPL32).
Data are presented as means +/— SEM of values obtained with
intestinal explants from six different piglets and expressed relative
to the control group at 4 h. Asterisks denote significant differences
between untreated (gray bars) and DON-treated explants (black
bars): * P<<0.05; *¥P<<0.01; *** P<<0.001.
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Figure 3. Deoxynivalenol increased IL-12 but not IFN-y gene expression in jejunal explants.

doi:10.1371/journal.pone.0053647.g003

DON Triggered Th17 Signature genes in Porcine jejunal
Explants

In order to examine the effects of DON on naive Th cells
differentiation, we analyzed mRINA expression levels of transcrip-
tion factors and cytokine genes related to Thl cells (Fig.6 3), Th17
cells (Fig.6 4) and Treg cells (Fig.6 5). DON treatment did not
affect expression of T-bet transcription factor nor IFN-y mRNA
levels (Fig.6 3). Significant increase of IL-12 expression levels was
observed at all exposure times (between 6 and 8 fold induction)
(Fig.6 3). DON treatment also induced a time-dependent increase
of expression of mRINA encoding for IL-17 A, IL-6 and STAT3
(Fig.6 4A). Accordingly the protein expression of IL-17A was
significantly increased after 12 h of exposure to DON (Fig.6 4B).
IL-1P expression levels were also significantly up-regulated but its
levels did not did not vary much in a time dependent manner (16
to 12 fold induction) (Fig.6 4A). Surprisingly, RORYy-like, an
important Thl7 transcription factor was negatively regulated by
DON treatment (Fig.6 4A). A different expression profile was
observed in genes related to Treg cells. FoxP3 and RALDH] were
not affected by DON treatment after 4 h and 8 h of culture and
they were down regulated after 12 h of toxin exposure (Fig.6 5A).
This decrease of Treg cells was also found when analyzing the
effect of DON on CD4" CD25" FoxP3™ leukocytes extracted from
the intestinal lamina propria (Fig.6 5B). 10 uM of DON
significantly reduced the CD4" CD25" FoxP3" cell population
of 40%. On the contrary, the preliminary  wiwo results using the
loops experiment suggest an increase of expression of Treg cells
related genes (Fig. S1).

Relative mRNA expression of transcription factors and cyto-
kines related to Thl cells were assessed by RT-qPCR. Explants
were exposed or not with 10 uM of DON for 4 h, 8 h or 12 h.
Values were normalized with two reference genes (Cyclophilin A
and RPL32). Data are presented as means +/— SEM of values
obtained with intestinal explants from six different piglets and
expressed relative to the control group at 4 h. Asterisks denote
significant differences between untreated (gray bars) and DON-
treated explants (black bars): * P<<0.05; **P<C0.01; *** P<<0.001.

Relative mRINA expression of transcription factors and cyto-
kines related to Th17 cells (A) and IL-17 A protein concentration
(B) were assessed by RT-gPCR and ELISA. Explants were
exposed or not with 10 uM of DON for 4 h, 8 h or 12 h. Values
were normalized with two reference genes (Cyclophilin A and
RPL32). Data are presented as means +/— SEM of values
obtained with intestinal explants from six different piglets and

PLOS ONE | www.plosone.org

expressed relative to the control group at 4 h. Asterisks denote
significant differences between untreated (gray bars) and DON-
treated explants (black bars): * P<C0.05; **P<C0.01; *** P<<0.001.

(A) Relative mRNA expression of transcription factors related to
T reg cells were assessed by RT-qPCR. Explants were exposed or
not with 10 uM of DON for 4 h, 8 h or 12 h. Values were
normalized with two reference genes (Cyclophilin A and RPL32).
Data are presented as means +/— SEM of values obtained with
intestinal explants from six different piglets and expressed relative
to the control group at 4 h. (B) The frequency of
CD4"CD25'FoxP3™ Treg cells were evaluated by flow cytometry
after 2 days of co-culture with different concentration of DON (0.1
to 10 uM). Graphs show the mean = SEM from duplicates from
immune cells of jejunal lamina propria isolated 2 different pigs.
Data were calculated as relative percentage to control without
toxin. Asterisks denote significant differences between untreated
(gray bars) and DON-treated explants (black bars): * P<0.05;
#*P<20.01; *** P<0.001.

DON Triggered Pathogenic Th17 Cells Subset in
Detriment of Regulatory Th17 (rTh17) Cells in Porcine
jejunal Explants

To understand which subset of Thl7 cells is preferentially
induced by DON, pathogenic Thl7-related genes (IL-23 A, IL-
22 and IL-21) and rThl7-related genes (TGF-B and IL-10) were
analyzed (Fig.6 6). DON significantly increased IL-23A mRNA
expression in a time-dependent manner (3, 17 and 31 fold
induction at 4, 8 and 12 hours respectively) (Fig.6 6A). mRNA
expression levels of both IL-22 and IL-21 were also significantly
induced but to a lesser extent (maximum levels of 10 and 3.5 fold
induction respectively) (Fig.6 6A). Interestingly, upregulation of
these genes did not show after 24 h of DON exposure (Fig. S1).
On the contrary, TGF-B mRNA expression was not induced by
DON treatment (Fig.6 6B). Interestingly, IL-10 which is produced
by both rTh17 and Treg cells showed a significant induction in the
presence of DON (6 fold increase) (Fig.6 6B).

Discussion

Mycotexins have become an issue of major concern given their
global and frequent occurrence as well as their known toxic effects.
Among all, DON is of particular interest because it is one of the
most prevalent mycotoxins in Europe and North America. The
intestinal tract represents the first barrier against DON-contam-
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Figure 4. Deoxynivalenol triggered Th17 response in jejunal explants.

doi:10.1371/journal.pone.0053647.g004

inated food and feed. Many authors have already reported Th17
cells to be critical for protection against microbial infections like
bacteria, virus and fungi at mucosal surfaces [36,37,38]. The aim
of our work was to assess the impact of DON exposure onto the
intestinal homeostasis controlled by pro-inflammatory Thl7 and
the regulatory Treg response. To the best of our knowledge this is
the first study showing that DON disrupts the intestinal
homeostasis and promotes the Thl7 response over the Thl and
T regulatory responses.

PLOS ONE | www.plosone.org

Intestinal epithelial cells and jejunal explants were used to
investigate the modulation of the intestinal immune response by
DON. The choice of using 10 uM of DON was based mainly on
the US Federal Grain Inspection Service and the European Union
surveys [6,39,40] which evaluated the naturally occurring
concentration of this mycotoxin to range between 19 and
50 mg/kg in grain cereals. Assuming that DON would be ingested
in one meal, diluted in 1 L of gastrointestinal fluid and would be
totally bioaccessible, 10 UM correspond approximately to 3 mg/
kg [39,40]. In addition to that, a previous study of our group
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showed that this concentration does not affect cell viability up to
48 h after treatment in the porcine intestinal cell line, IPEC-1 [17)
but it does affect the morphology of the epithelial barrier
according to another study [27].

In the present experiment, @ vifro and ex viwe exposure to DON
led to an early general state of inflammation depicted by mRNA
expression increase of IL-8, IL-lo. and TNF- &, which is in
agreement with previous results of similar studies [41,42]. The
inflammation generated at the epithelial level could elicit the
activation of the population of Thl7 cells by triggering further
communication with immune cells of the lamina propria. The mode
of action by which DON induces such inflammatory response has
been described by several authors and it was not the purpose of the
present study. Indeed, it has already largely been demonstrated
that DON activates ERK1/2 and p38 thus triggering MAPK
signaling cascades which upregulate COX-2 and PGE-2, major
inductors of the inflammatory response [11]. This molecular
mechanism most likely occurs in all immune cellular types,
including IECs. Therefore we can also soundly hypothesize that
DON-induced MAPK activation in IECs induces chemokine
secretion which then stimulates intestinal DCs, thus initiating the
classical immune response cascade and lymphocyte activation.

PLOS ONE | www.plosone.org

In this study, the exposure to DON induced IL-6, IL-23 and IL-
1B expression but did not affect the expression of TGF-B and
strongly repressed FoxP3 and RALDHI. These data suggest that
in our model DON mainly drives the intestinal immune system
towards a Thl7 response. In agreement with that, DON strongly
induced IL-17 A which is the signature cytokine of these T helper
cells, but which can also be produced by other immune cells.
However to our knowledge, there is no available antibody for of
porcine IL-17 A intracellular labeling which would allow to clarify
the source of this cytokine. Despite that, the fact that STATS, a
transcription factor expressed by Thl7 cells, was also upregulated
in the intestinal explants is a strong indication of the increase of
this population in the intestinal tissues. Nevertheless, ROR-yt like,
which has been described as the other major transcription factor
governing Thl7 differentiation in mice [23,43], was not induced
but repressed by the presence of DON in explants model.
Although this result is surprising, it could be possible that, unlike in
the mouse model, in the porcine specie the transcription factor
STAT3 plays a more important role than ROR-yt in Thl7
differentiation. It would be very interesting to further investigate
this point.

The two lineages, Thl7 and Tregs share a co-evolutionary
origin [44,45] which could explain why they share similarities at
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Figure 6. Deoxynivalenol triggered pathogenic Th17 cells subset but not regulatory Th17 (rTh17) cells in porcine jejunal explants.

doi:10.1371/journal.pone.0053647.g006

many levels [46,47,48,49]. In this way, CCR6 appears to be the
only chemokine receptor essentially implicated in driving Th17
migration  vwo but it is also highly expressed by Tregs [50].
CCL20, the ligand of this receptor drives the conversion of the
pathogenic Thl7 into the regulatory subsets [23,51]. Our results
showed that CCR6 and CCL20 were induced by DON in a time-
dependent manner in the intestinal explants. It is therefore
tempting to speculate that along the overall pro-inflammatory
response both in the intestinal epithelial cells and the intestinal
explants, there is a regulatory rThl7 response setting up-rather
than the Treg response.

Plasticity of T cells is also reflected in the similarities between
rThl7 and Treg cells. Besides their common regulatory action,
these two populations share the importance of TGF-B and IL-10
[23,24,51]). TGF-B is involved in the differentiation of these two
populations. In this study, there was no significant effect of DON
on the expression of this cytokine in the intestinal explants. TGF-
was however secreted by the intestinal epithelial cells after 8, 12
and 24 h of exposure to DON. Further studies will be important to
understand the exact role of TGF-B in the differentiation of Tregs
in swine but also the impact of DON on the intestinal secretion of
this cytokine. However, previous studies have also showed that
TGF-f presents minor or absent changes after PMA/Ionomycin
or CD3 stimulation [52,53] which might be an indication of the
fact that TGF-B might be of less importance in the regulatory
response compared to humans and mice. IL-10 is produced by
both Tregs and rThl7 to regulate inflammation and has the ability
of reversing the pathogenic phenotype of Thl7 into rTh17 [24]. In

PLOS ONE | www.plosone.org

this study, this cytokine was up-regulated in a time independent
manner by the presence of DON on explants, which is in
contradiction with the absence of increase of FoxP3 and TGF-.
However it is well described that many cells of the innate and
adaptive immune system other than Tregs and rThl7 cells express
IL-10, such as DCs, macrophages, Thl, Th2 and B cells [54].
Given our results in the intestinal explants on Thl and Treg, it is
most likely for IL-10 to be produced by DCs, macrophages or B
cells in that experiment

Taken together, all these results suggest that DON preferentially
induces a pro-inflammatory response directed by pathogenic
Thl7, when CCR6, CCL20 and IL-10 results point to a
concomitant protective response most likely lead by rThl7.
Supplementary & vizo data seems to indicate an increase in the
protective response after 24 h of exposure.

Determining whether immune activation or suppression should
occur in response to a given pathogen is a critical decision to be
taken by the adaptive immune system. Indeed, there is a fine line
between inflammation and pathogen elimination and excessive
inflammation and tissue damage. Numerous diseases such as
rheumatoid arthritis and multiple sclerosis arise from a failure to
restore the state of equilibrium [55]. In the intestine, inflammatory
bowel diseases (IBD) like ulcerative colitis (UC) and Crohn’s
disease (CD) are triggered by excessive inflammation of the colon
and/or the small bowel leading to recurrent diarrhea and pain
[56]. Until recently only excessive Thl and Th2 responses were
accounted for these diseases. Nevertheless, the discovery of the
Th17 subset gave a new insight on the causes of these disorders as
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IL-17 producing cells were shown to be of major importance in
IBD [57]. Besides IL-17, IL-21, IL-22 and IL-23 have also been
reported to play an important role in the onset of these diseases
[57,58). Interestingly, all of these cytokines were up-regulated by
the presence of DON in our experiments which could imply that
chronic exposure to this toxin could be a triggering or enhancing
factor of IBD. This hypothesis is supported by a recent study [26]
which draws a strong parallel between the alterations caused by
exposure to several mycotoxins including DON and the symptoms
observed during IBD. In addition to the induction of the above-
mentioned cytokines, intestinal permeability is also related to both
DON exposure and IBD. This mycotoxin specifically targets
claudin expression [16,17] which directly leads to an increase of
permeability of the intestinal barrier which could result in
increased bacterial translocation, one of the main causes of IBD
[56]. The same applies for toll-like receptors (TLRs) impairment,
associated with DON exposure [59]. Over activation of dendritic
cells (DCs) drawn by abnormal TLR activity could lead to inability
to detect bacterial components which is another major source of
IBD. Notably, TLR activation disruption has been detected after
exposure to T-2 toxin, another member of the trichothecene
family [60].

As depicted above, bacterial interactions with the immune cells
of the lamina propria are a central component of IBD, since
inflammation might arise from lack of tolerance to antigens
present in commensal bacteria [61]. Besides, loss of the
transcription factor T-bet, which regulates TNF-o production,
influences bacterial homeostasis by favoring colitogenic microbial
populations. The resulting increase of TNF-o production by DCs
could trigger breakdown of the intestinal epithelium and facilitate
bacterial translocation to the lamina propra, increasing risks of IBD
[62]. It has already been demonstrated that DON alters the
intestinal microbiota of pigs [63]. It thus comes as no surprise that
in this study, exposure to DON could possibly lead to induction of
colitogenic populations and to strong impairment of the epithelial
barrier by the lack of effect on T-bet and significant increase of the
expression levels of TNF-o. It is noteworthy that colonization of
the small intestine by segmented filamentous bacteria (SFB) of the
intestinal microbiota is directly associated with the appearance of
Thl7 cells and that SFB promote the expression of inflammatory
genes linked to IBD [64].

In conclusion, exposure to the mycotoxin DON clearly induced
an early intestinal inflammatory response resulting from the
interplay of different intestinal cell types and leading to the
activation of Thl7 cells. These results together with previous
observations strengthen the idea that chronical exposure to
deoxynivalenol could impair intestinal homeostasis and trigger
the appearance of IBD. However, the molecular mechanisms by
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which this toxin specifically activates Thl7 remain unclear.
Further research should therefore address the link between MAP
kinases activation by DON [11,12] and the herein presented
effects on lymphocyte populations. In addition to that, the cellular
interplay that takes play among immune cells IECs DCs T
cells) upon DON exposure should be better characterized by
analyzing for instance cellular migration of DCs, macrophages and
T lymphocytes. Finally, more insight should be gained on the role
of commensal and pathogenic bacteria on modulating the Th17
response and the impact of DON on such modulation.
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transcription factors after DON exposure in an i vwo model of
jejunal loops. Following the guidelines provided by the French
Council for Animal Care (permit number 2011 07 1) and
previous published protocols [65,66,67], loops were performed
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frozen in liquid nitrogen before RNA extraction. Relative mRNA
expression levels of immune genes related to pro-inflammatory
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and Treg (E) signature and pathogenic/regulatory Thl7 cytokines
(F) were assessed by RT-qPCR. Gene expressions were normalized
by the mean of two reference genes (Cyclophilin A and RPL32).
Data are presented as mean +/— SEM of values obtained with
three different loops and expressed relative to the control group.
Significant differences between untreated loops (gray bars) and
treated loops (black bars) with 10 uM of DON are marked with
asterisks (* P<C0.05).
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Il. Effets comparés de deux fusariotoxines : le déoxynivalénol (DON) et la
toxine T-2 (T-2)

Dans la seconde partie de ce second chapitre, I'étude des effets comparés du DON et

de la toxine T-2 sur la réponse immunitaire au niveau du GALT a été entreprise.

Résumé
Le déoxynivalénol (DON) et la toxine T-2 sont deux mycotoxines de la famille des

trichothécenes qui contaminent fréquemment les cultures de céréales. Elles sont
considérées comme des contaminants naturels des denrées alimentaires entrainant des
problemes de santé publique et de santé animale. L'intestin représente la premiére cible de
ces trichothécenes. Récemment, Cano et al. (2012) ont montré que le DON agit sur la
balance immunitaire intestinale en favorisant la différenciation des lymphocytes Th naifs en
Th17 au détriment du développement des lymphocytes T régulateurs (Tregs) entrainant une
perturbation de la réponse immunitaire intestinale. Le but de cette présente étude était de
comparer |'effet de ces deux trichothécenes sur cet équilibre immunitaire en se focalisant
sur les différents acteurs immunitaires qui la régulent et la composent a savoir les cellules
épithéliales intestinales (IECs), les cellules dendritiques (DCs) mais également les sous-
populations lymphocytaires inflammatoires et régulateurs. Dans ce but, différents modeles
in vitro (IPEC-1 et cultures primaires de DCs et de PBMCs) et ex vivo (explants intestinaux)
ont été exposées aux toxines et des analyses transcriptomiques et phénotypiques ont été
réalisées respectivement par gPCR et cytométrie en flux. Les résultats de cette étude
montrent que ['exposition d’explants intestinaux au DON et a la toxine T-2 induit
significativement I'expression des genes liés a I'inflammation innée ainsi que ceux associés a
la voie IL-17. L’analyse phénotypique montre que I'lL-17A induite par les toxines est produit
principalement par les cellules Tyd. Cependant, les mécanismes mis en place et le type de
réponse inflammatoire produite semblent spécifiques a chaque toxine. En effet, seule une
exposition des IECs au DON agit sur I'expression de CCL20, chémokine impliquée dans le
recrutement immunitaire. De plus, seul le DON diminue de fagon significative I'expression

des genes liés a la différenciation des Tregs, bien que ces deux mycotoxines aient un impact
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sur les sous-populations Tregs CD4", Tregs CD8" et les Tregs mémoires. En conclusion, ces
deux mycotoxines induisent la production d’IL-17A par les cellules Ty8'IL-17A" ainsi qu’une
action délétere sur I'ensemble des cellules Tregs. Cette étude montre ainsi que ces
contaminants alimentaires peuvent étre a l'origine ou faire partie des facteurs de

persistance aux maladies inflammatoires intestinales (IBD).

Introduction

Les mycotoxines sont des métabolites secondaires produits par les moisissures qui peuvent
contaminer un large éventail de denrées alimentaires destinées a la consommation (Binder E,
2007). De par leurs multiples effets toxiques, la présence de mycotoxines est considérée
comme un facteur de risque pour la santé humaine et animale (AFSSA, 2009; CAST, 2003;
Wannemacher and Wiener, 1991). Les mycotoxines de la famille des trichothécénes produits
par des moisissures du genre Fusarium, comprenant notamment le déoxynivalénol (DON) et
la toxine T-2 (T-2) sont largement répandues dans les céréales et leurs produits dérivés, en
Europe et Amérique du Nord (CAST, 2003). La toxicité de ces deux trichothécénes a été
largement documentée aussi bien pour 'Homme que pour différentes especes animales
(AFSSA, 2009; Oswald and Comera, 1998). En raison de son alimentation riche en céréales, le
porc représente |'espéece la plus exposée aux mycotoxines (Pestka and Smolinski, 2005). Chez
cette espece, les intoxications associées a l'ingestion de DON ou de T-2 induisent des
symptoémes comparables tels qu’une salivation importante, des diarrhées, des vomissements
ou une inappétence associée a une perte de gain de poids (Pang et al., 1986; Pestka and
Smolinski, 2005; Verbrugghe et al., 2012; Wu et al., 2010). Le tractus gastro-intestinal et le
systeme immunitaire du porc étant proche de celui de 'Homme, cette espece peut étre
considérée comme un bon modele d’étude dont les résultats peuvent étre extrapolés a la
santé humaine.

Le tractus gastro-intestinal est la principale voie d’entrée des contaminants
alimentaires tels que les mycotoxines. La premiére barriere rencontrée par les mycotoxines
suite a leur ingestion est constituée par les cellules épithéliales intestinales (IECs). Des
études antérieures ont montré que le DON et la toxine T-2 peuvent compromettre l'intégrité
et la fonction de cette barriére (Goossens et al., 2012; Pinton et al., 2009). En réponse a ces

agressions, les IECs sont capables de produire différentes cytokines pro-inflammatoires (IL-1
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alpha, TNF-alpha, IL-6, IL-8) et des chémokines (CCL20 et CX3CL1) qui permettent le
recrutement et l'activation des cellules immunitaires présentes dans la lamina propria
(McDonald et al., 2007; Rimoldi et al., 2005; Sonnenberg et al., 2011). Au sein des tissus
lymphoides associés aux muqueuses, ces IECs sont également en relation directe avec les
cellules dendritiques (DCs), cellules sentinelles de I'organisme impliquées dans la régulation
des réponses immunitaires, a la fois contre les agents pathogenes et commensaux. Ces DCs
sont capables de présenter les épitopes de ces antigénes via les molécules du CMH classe |l
(MHCII) pour activer les LT CD4" naifs. Ces lymphocytes T CD4" vont alors subir une
expansion clonale localement dans les ganglions lymphatiques et se différencier en
différentes sous-populations de cellules effectrices. La différenciation de ces lymphocytes T
repose sur I’environnement cytokinique et leur action directe sur les DCs. Par exemple, lors
du processus de tolérance orale, les DCs produisent de l'acide rétinoique (RA) a partir du
rétinol (vitamine A), qui permet de promouvoir la différenciation de Tregs (FoxP3") en
périphérie et d’inhiber la différenciation des lymphocytes inflammatoires Th17, une sous-
population de lymphocyte T CD4" sécrétant de I'lL-17. Cependant, bien que de nombreuses
études suggerent que I'lL-17 est produit principalement par les cellules Th17, d’autres sous-
populations telles que les cellules lymphoides « innées » (Kim and Jordan, 2012; Sutton et
al., 2012), les cellules T CD8", les cellules T NK invariants (iNKT) ainsi que les cellules Tyd se
sont également révélées comme des producteurs majeurs d’IL-17 (Kim and Jordan, 2012). Le
dialogue entre ces différents acteurs cellulaires présents au niveau des tissus muqueux
permet de moduler la réponse immunitaire afin d’atteindre un état d’homéostasie. Lors de
I'ingestion de pathogenes ou de contaminants alimentaires, la rupture de cet état d’équilibre
s’avere déterminante dans le développement des maladies inflammatoires de I'intestin (IBD)
telles que la maladie de Crohn (Annunziato et al., 2007; Fujino et al., 2003; Pandolfi et al.,
20009).

Responsables de nécroses au niveau des tissus hématopoiétiques et des organes
lymphoides, les trichothécenes sont connus pour étre de puissants immunomodulateurs,
leurs cibles privilégiées étant les cellules du systeme immunitaire (AFSSA, 2009; Bailey, 2009;
De Nicola et al., 1978; Oswald and Comera, 1998). De faibles doses de DON (3 uM) ou de
toxine T-2 (1 a 10 nM) peuvent modifier le phénotype et la maturation des cellules

dendritiques (Bimczok et al., 2007; Hymery et al., 2009; Luongo et al., 2010) ainsi que la
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capacité des macrophages a s’activer et produire une réponse pro-inflammatoire au contact
des agonistes des TLRs (Seeboth et al., 2012). (Pestka et al., 2004). Ces toxines peuvent
également entrainer une diminution du nombre de lymphocytes T CD4" et CD8" (Nagata et
al.,, 2001) ou diminuer la capacité de prolifération des lymphocytes T stimulés par des
mitogenes (Meky et al., 2001).

Récemment, Seeboth et Cano et al. (2013) a montré qu’une exposition d’explants
intestinaux porcins au DON (10 uM) module la balance immunitaire intestinale en faveur
d’une réponse inflammatoire Th17 en inhibant la mise en place de la réponse T régulatrice
(Seeboth et al., 2013), sans aborder les mécanismes mis en jeu. Il existe peu de données sur
les effets comparés de toxines appartenant a une méme famille sur la réponse immunitaire
locale. La présente étude a donc pour objectif d’étudier les mécanismes d’action d’une
exposition au DON en comparaison a la toxine T-2 sur la balance immunitaire intestinale en
se focalisant sur la modulation de I'expression cytokinique et phénotypique des différents

acteurs immunitaires présents au niveau intestinal.

Matériels et méthodes

Produits chimiques

Les solutions meres de DON et de toxine T-2 purifiées (Sigma-Aldrich, Ayshire, UK) sont
reprises dans du dimethylsulfoxide (DMSO) et sont conservés a -20°C avant d’étre diluées
dans du milieu de culture. Les échantillons contréles sont traités avec des concentrations

équivalentes de DMSO.

Traitement des cultures primaires et des cellules de lignées intestinales par le DON et la

T-2

Traitement des explants jéjunaux

Dans le respect des regles du comité d’éthique concernant les procédures engageant les
animaux de laboratoire, des porcelets agés de 4 a 5 semaines (n=6) sont utilisés pour la
réalisation des explants a partir de tissu jéjunal d’apres la procédure préalablement décrite
par Seeboth et Cano et al. (2012) (Seeboth et al., 2013) (n° de saisine : TOXCOM/0017/10 PP).
Des segments de jéjunum de 5 cm sont collectés dans du milieu de Williams pré-chauffé

(Sigma-Aldrich) supplémenté de 200 U/mL de pénicilline et 200 ug/mL de streptomycine
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(Eurobio, Courtaboeuf, France). Aprées avoir retirée la musculeuse externe, le jéjunum est
ouvert longitudinalement et rincé avec du PBS supplémenté avec 10% de SVF. Les explants
jéjunaux sont réalisés a I'aide d’un trocart a dissection (Centravet, Lapalisse, France) et sont
placés dans du milieu de Williams contenant 1% de pénicilline/streptomycine, 0,5% de
gentamycine (Eurobio), 4,5 g/L de glucose (Sigma-Aldrich), 10% de SVF (Eurobio) et 30 mM
d’acides aminés (Ala/Glu) (Eurobio). Afin d’évaluer I'effet du DON et de la toxine T-2 sur
I’'homéostasie intestinale, une concentration non toxique pour chacune d’elle sur ce modele
a été déterminé dans des études précédentes (Kolf-Clauw et al., 2009; Kolf-Clauw et al.,
2013; Pinton et al., 2009). Le choix d’une concentration de 10 uM de DON est basé sur des
études antérieures, lesquelles ont évaluées une concentration en DON naturellement
présente dans les grains, comprise entre 19 et 50 mg/kg d’aliment. En considérant que le
DON serait ingéré en une seule ingestion, dilué dans 1L de liquide gastro-intestinal et serait
totalement bioaccessible, une dose de 10 pM correspondrait approximativement a 0,3
mg/kg de poids corporel/jour (Abouzied et al., 1991; Trucksess et al., 1995). De plus, nos
précédentes études ont montré que cette concentration n’affectait pas la viabilité cellulaire
des cellules épithéliales intestinales porcines (IPEC-1) aprés 48h de traitement (Pinton et al.,
2009). Le choix d’une concentration de 3 nM de toxine T-2 est basé sur les études
précédentes réalisées au sein du laboratoire (Kolf-Clauw et al., 2013; Seeboth et al., 2012).
Cette dose de 3 nM de toxine T-2 correspond a une faible dose par rapport a la dose
journaliére tolérable (TDI) fixée a 100 ng/Kg de poids corporel/ jour (EFSA, 2011). Ainsi, les
explants sont incubés pendant 1h en présence de DON (10 uM), de toxine T-2 (3 nM) ou de
DMSO pour les échantillons contréles. Suite a cette incubation, ces explants sont rincés et
remplacés par du milieu de culture exempt de toxines pendant 3 heures a 39°C. Les tissus

sont récupérés pour une analyse transcriptomique.

Traitement des cellules IPEC-1

La lignée cellulaire IPEC-1 est une lignée porcine de cellules épithéliales intestinales
provenant du petit intestin d’'un porcelet non sevré (Gonzalez-Vallina et al.,, 1996). Les
cellules IPEC-1 sont cultivées comme décrit précédemment (Bouhet et al., 2004). En résumé,
les cellules sont placées sur des membranes de 4,2 cm2 de polyéthylene téréphtalate

comprenant des pores d’une taille de 0,4 um (Beckon Dickinson, Pont de Claix, France) a une
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concentration cellulaire de 2x10° cellules par puits dans 1 ml de milieu de prolifération :
DMEM F12-HAM (Sigma) supplémenté en L-glu 1% (Eurobio), ITS (8,4 pug/ml d’insuline de
pancréas de bovin, 7,6 pg/ml de transferrine, 10 ng/ml de sélénium) (Sigma),
penicilline/streptamycine 1%, SVF 5% et EGF (5 ng/ml) (BD Biosciences, Bedford, USA) puis
différenciées pendant 10 jours dans du milieu de différenciation (DMEM F12-HAM
supplémenté en L-glu 1%, ITS (8,4 pg/ml d’insuline de pancréas de bovin, 7,6 pug/ml de
transferrine, 10 ng/ml de sélénium, pénicilline/streptamycine 1%, EGF (5 ng/ml) et
dexaméthasone (20 pg/ml) (Sigma). Les traitements sont appliqués au niveau du
compartiment apical afin de mimer une exposition in vivo. Les concentrations en mycotoxine
utilisées sur ce modele cellulaire ont été déterminées dans des études précédentes (Kolf-
Clauw et al., 2013; Pinton et al., 2009). Les IPEC-1 sont incubées pendant 1h en présence de
10 uM de DON, de 3 nM de toxine T-2 ou avec du DMSO (contréle) a 39°C sous une
atmosphere humide et supplémentée de 5% de CO2. A la fin des traitements, les cellules

sont récupérées dans le but de réaliser une analyse transcriptomique.

Obtention et traitement des PBMCs

Les cellules mononucléées du sang périphérique (PBMCs) sont isolées a partir de sang de
porc sur un gradient de ficoll-Paque (1,077 g/lI, Amersham Pharmacia biotech, Uppsala,
Suede). Les PBMCs sont ajustées a une concentration cellulaire de 2x10° cellules/ml. Les
cellules sont stimulées par la concanavaline A (ConA, 2,5 ug/ml) pendant 48h afin de
détecter des LT régulateurs selon le protocole décrit par Kaser et al. (2008) (Kaser et al.,
2008b), ou en présence d’un cocktail contenant 15 nM de phorbol-myristate-acetate (PMA;
Sigma), 1 ug/ml d’ionomycine (Sigma), et 10 pg/ml de brefeldine A pendant 5h a 39°C, 5%
de CO2, dans le but d’analyser les cellules productrices d’IL-17 par cytométrie en flux selon le
protocole décrit par Stepanova et al. (2012) (Stepanova et al., 2012). Les PBMCs sont traités
par des concentrations décroissantes de DON (1; 0,5 et 0,1 uM) ou de toxine T-2 (3,1 et 0,3
nM). Un controle négatif correspondant a des PBMCs stimulés en absence de toxine est
également réalisé lors de chaque expérience. Chacune de ces expérimentations a été

réalisée en triplicat.
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Obtention et traitement des cellules dendritiques dérivées des monocytes porcins
(MoDCs)

Les cellules dendritiques dérivées des monocytes sont préparées comme décrit
précédemment par Guzylack-Piriou et al. (2006) (Guzylack-Piriou et al., 2006). En bref, les
monocytes issus du sang sont purifiés en utilisant le systéeme de tri magnétique (MACS,
Miltenyi biotech GmBH, Bergish Gladblach, Allemagne) des cellules SWC3A positives (clone
SWC3A donné gracieusement par le Dr Saalmiller de I'Université vétérinaire de Vienne,
Autriche). Les cellules sont lavées par centrifugation et reprises en DMEM high glucose sans
rouge de phénol (Sigma) supplémentées de 10% de SVF et de 200 U/mL pénicilline et de
200 pg/mL de streptomycine. Elles sont ajustées a une concentration cellulaire de 1x10°
cellules/ml et mises en culture en présence d’IL-4 recombinant porcin (100 U/ml) et de GM-
CSF recombinant porcin (150 ng/ml) gracieusement donné par le Dr. Summerfield (IVI,
Suisse). La maturation des MoDCs est réalisée en présence d’un cocktail comprenant du LPS
(20 pg/ml) (Invivogen, Toulouse, France), du TNF-a (1pg/ml) (R&D Systems, Minneapolis,
MN, USA) et de I'IFN-alpha porcin recombinant (1000 U/ml) (donné gracieusement par le Dr.
Summerfield). Le cocktail de maturation est ajouté en méme temps que les mycotoxines. Les
MoDCs sont incubés pendant 24h a 39°C sous une atmosphere enrichie a 5% de CO2. La
cytotoxicité du DON (de O0a 100 uM) et de la toxine T-2 (0 a 300 nM) sur les MoDCs
immatures et matures (1x105 cellules/ml) est évaluée a I'aide du kit CelltiterGlo luminescent
cells (Promega, Madison, USA). Ce test est basé sur la quantification de I’ATP aboutissant a
une réaction luminescente catalysée par la luciférase. Le controle négatif sans toxine
correspond au témoin 100% de viabilité. Toutes les expériences sont réalisées en triplicat et
les 1Csp sont déterminés par le logiciel SigmaPlot version windows 11.0 (Systat software Inc.,
Chicago,USA). L'effet du DON et de la toxine T-2 est évalué sur deux marqueurs de
maturation des cellules dendritiques, I'expression du MHCIlI (MSA3, anticorps monoclonal
donné gracieusement par A. Saalmiiller) et du CD80/86 (détecté en utilisant un anticorp
dirigé contre la protéine de fusion Ig-CLTA4 (Alexis corporation, Lausanne, Suisse) (Guzylack-
Piriou et al., 2004). Les cellules marquées avec le conjugué sont utilisées pour vérifier la

spécificité du marquage. Ces cellules sont ensuite analysées par cytométrie en flux
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(MACSQuant analyser, Miltenyi biotech, Paris, France). Le traitement des données est réalisé

a I'aide du logiciel VenturiOne (Applied Cytometry, Sheffield, UK).

Extraction d’ARN et analyse gPCR

L’extraction des ARNSs totaux issus des explants et des IPEC-1 est réalisée par précipitation au
Trizol (Extract all, Eurobio) et a I'isopropanol. La concentration des ARNs est mesurée a |'aide
du Nanodrop ND-1000 Spectrophotometer. La reverse transcription et la qPCR en temps réel
sont effectuées comme décrit précédemment par Cano et al. (2012) (Seeboth et al., 2013).
Des échantillons d’ARN ont été non rétro-transcrits dans le but de vérifier une éventuelle
amplification d’ADN génomique. La spécificité des produits de PCR est évaluée a la fin de la
réaction par l'analyse de leurs courbes de dissociation. Les amorces spécifiques des
différents génes (tableau 1) sont achetées chez Invitrogen. L’intensité initiale de
fluorescence est déterminée par la méthode des AACt. Chaque valeur obtenue est
normalisée par deux genes de ménage, la ribosomal protein L32 (RPL32) et la cyclophiline A.
Enfin, I'expression relative des genes est exprimée en fonction des échantillons contrdles

correspondant aux échantillons n’ayant regu ni le traitement DON ni le traitement T-2.

Tableau 1 : Liste des génes et séquences des amorces sens (F) et anti-sens (R) utilisés pour la

qPCR.

Symbole du . Référence de la _,

i Nom du gene e Séquences des amorces

on  Gepnines sy ECCACOTITCICOIOn
T PO e FASTINTCCSCCACCATT
e D 1 gy | FICAGCEECCCTGOM

e L oo FSSTOMCSCTCCT
e meiesns  wauss  CSSMMSSMGMTCCS
6 s s FSTOTICTOAGSTSGOTC
PR [P P e
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IL-17A Interleukin- 17 ﬁ_z?/(a)gfgget al F: CCAGACGGCCCTCAGATTAC
alpha ”  R: CACTTGGCCTCCCAGATCAC
2010)
IL-21 Interleukin- 21 ?:I(.l:(;5214415 | F : GGCACAGTGCCCCATAAATC
uKt ! ® @ R GCAGCAATTCAGGGTCCAAG
2011)
IL-22 Interleukin- 22 ﬁf\iitz 28et -y
” R: CACCCTTAATACGGCATTGG
2010)
Interleukin- 23 (Dawson et al F:
IL-23A albha ! 2009) "’ GAGAAGAGGGAGATGATGAGACTACA
P R: GGTGGATCCTTTGCAAGCA
Tumor necrosis F: ACTGCACTTCGAGGTTATCGG
TNF- NM_ 214022
¢ factor - alpha 2140 R: GGCGACGGGCTTATCTGA
16E8 gowth faor - (Lt et al, FGAAGCGCATCGAGGCCATIC
g "’ R: GGCTCCGGTTCGACACTTTC
beta 2010)
foxP3 ForkheadboxP3  (Vieurens et al, ¥ CCTECAGTCTCTCTGGAACAA
"’ R: GGTGCCAGTGGCTACAATAC
2009)
Retinoid acid
RALDH1 lactase NC_010460,3 F: TGGAGTGTGTGGCCAGATCA
IVI suisse R: GCAGGCCCTATCTTCCAAATG
dehydrogenase 1
CCR6 Chemokine (C-C (Dawson et al., F:CCTGCACTGCTGCCTCAA
motif) receptor 6 2009) R: TTCAGAAAGTAGCTCCGGAA
CCL20/MIP3 Chemokine (cc I\II\'/\I/tla_u?g:\SZSESa? F: GCTCCTGGCTGCTTTGATGTC
alpha motif) ligand 20 2009) "’ R: CATTGGCGAGCTGCTGTGTG
EST K464144
CX3CL1/ Chemokine (C-X3- (I\S}Ieure(;s St al F: GCAGCTCCTAGTCCATTAC
Fractalkine  C motif) ligand 1 2009) "’ R: CACCATTCTGACCCAAAG
TSLP Thymic stromal Dawson probe F: GCATCAGGGAGACTCCAACCT
lymphopoietin P R: CTTCTCATTCCCAGTGCACATG
AB194101
oA Imunogobulin A (Levzst 0 ot al F: ACCGCCACCATCACCAAACC
8 (heavy chain) 2010) ” R: AGCCATCGCACCAGCACATC
I NM_001097498 _
BAFF B-cell activating TS @ &ll, F: GAGAGCAGCTCCATTCAAAG

Factor family

2009)

Analyse phénotypique des cellules T régulatrices

ETUDE 2

R: GCATGC CACTGT CTG CAATC

L’analyse phénotypique des différentes sous-populations de cellules Tregs obtenues a partir

de PBMCs activés est déterminée par la co-expression des marqueurs de surface CD25, CD4
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et/ou CD8 associé au marquage intracellulaire du facteur de transcription FoxP3. Dans ce but,
les cellules sont premierement incubées avec I'anti-CD25 porcin (MCA1736 clone K231.3B2,
AbDSerotec), I'anti-CD4 porcin (clone 74-12-4, VMRD, USA) et/ou anti-CD8 porcin (clone 76-
2-11, VMRD). La réactivité des anticorps est révélée grace aux anticorps secondaires anti-
isotypes suivant : I’Alexa Fluor 488 goat anti-mouse 1gG1 (Invitrogen), APC goat anti-mouse
IgG2b (southern biotech, Birmingham, USA) et le PE-Cy7 goat anti-mouse 1gG2a (southern
biotech). Pour le marquage intracellulaire, les cellules sont fixées puis perméabilisées avec le
kit Foxp3 Staining Buffer Set (eBioscience) suivies par le marquage avec l'anticorps anti-
FoxP3-PE (clone FJK-16s ; 0,03 mg d’eBioscience) ou avec le controdle isotypique IgG2a couplé
au PE (0,03 pg) (clone eBR2a, eBioscience). Les différentes sous-populations de Tregs sont
analysées par cytométrie en flux (MACSQuant analyser, Miltenyi biotech, Paris, France). Les
données obtenues ont été analysées a I'aide du logiciel VenturiOne (Applied Cytometry,
Sheffield, UK). Une analyse de la co-expression des différents marqueurs CD4/CD8/CD25 et
FoxP3 permet de déterminer le pourcentage de cellules CD4"CD8 CD25 FoxP3* (CD4 ' Tregs),
CD4'CD8'CD25'FoxP3" (Tregs mémoires) et CD4'CD8'CD25"FoxP3* (CD8'Tregs).

Analyse phénotypique des cellules productrices d’IL-17

Apres stimulation et traitement par les toxines, les PBMCs porcins sont marqués avec I'anti-
TCR-gamma/delta porcin (clone PGBL22, IgG1, Washingthon State University, USA) et I'anti-
CD4 porcin (clone 74-12-4, 1gG2b, VMRD). La réactivité des anticorps est révélée grace aux
anticorps secondaires anti-isotypes suivant: I'Alexa Fluor 488 goat anti-mouse IgG1
(Invitrogen) et I'APC goat anti-mouse IgG2b (southern biotech). Aprés fixation et
perméabilisation de cellules a I'aide du kit Foxp3 Staining Buffer Set (eBioscience), les
cellules sont marquées par un anti-IL17A-PE (clone SCPL1362, CliniScience, Nanterre, France)
(Stepanova et al., 2012). Le pourcentage de cellules TCRyS8'IL-17" et CD4"IL-17" est évalué
par cytométrie en flux a I'aide du MACSQuant analyser (Miltenyi biotech). Le traitement des

données est réalisé a I'aide du logiciel VenturiOne (Applied Cytometry, Sheffield, UK).

Statistiques
Les analyses statistiques sont réalisées a I'aide du logiciel GraphPad Prism 4. Les résultats

sont exprimés par la moyenne +/- SEM. La comparaison entre les groupes est effectuée a
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I'aide d’un test non paramétrique (Test de Mann Withney). Les différences sont considérées

comme statistiquement significatives lorsque la p-value est inférieure a 0,05.

Résultats

La toxine T-2, de fagon similaire au DON, induit un état inflammatoire sur les explants
intestinaux, mais seul le DON altére significativement la voie T régulatrice.

En se basant sur nos résultats précédents montrant une potentialisation de I’expression de
génes de 'immunité inflammatoire par le DON dans un modeéle d’explants jéjunaux (Seeboth
et al., 2013), ce méme modele cellulaire ex vivo a été utilisé pour comparer les effets de
deux toxines de la famille des trichothécenes : le DON et la toxine T-2. Le niveau
d’expression du gene pro-inflammatoire IL-1a est augmenté de fagon similaire en présence
de DON (1,84 +/-0,23) et en présence de T-2 (2,18 +/-0,10), expression significative par rapport
au contréle. En revanche, le DON induit une augmentation significative de I'expression du
gene de I'IL-8 (5,6 fois plus par rapport au contrdle) mais pas du gene du TNF-a. Inversement,
la toxine T-2 induit une expression significative du géne du TNF-a (5,5 fois plus par rapport
au contrdéle) mais ne semble pas impacter I'expression du gene de I'IL-8 (figure 1A).
Concernant les génes impliqués dans la réponse Th1/Th2 (figure 1B), le DON comme la
toxine T-2 induisent une augmentation de |’expression du gene IL-10 respectivement de 3,45
et de 5,6 fois par rapport au contréle. De plus, le DON induit significativement I’expression
de I'lL-12 (3,10 +/- 0,49) alors que la toxine T-2 induit significativement |’expression de I'IFN-
gamma (IFN-y) (2,04 +/- 0,35). Ces résultats indiquent que le DON et la toxine T-2 induisent
partiellement une réponse Thl, le DON agirait sur la différenciation des Th naif en Th1l via
I'IL-12 alors que la T-2 agirait plutot sur la sécrétion de cytokine pro-Thl comme I'IFN-y. De
facon intéressante, la toxine T-2 et le DON induisent une up-régulation significative de
I’expression des genes IL-6, IL-1B et IL-23, impliqués dans la différenciation lymphocytaire
vers la voie IL-17 (figure 1C), bien que ces niveaux d’expression semblent dépendre de la
nature de la toxine a laquelle les cellules sont exposées. A souligner également que
I’expression du géne TGF-beta (TGF-B), décrit pour étre une cytokine importante aussi bien
au cours de la différenciation des Th1l7 que des Tregs ne semble pas étre affectée par
I’exposition a ces deux toxines (figure 1C). Méme si DON et la toxine T-2 induisent un profil

de différenciation comparable, elles n’induisent pas le méme profil d’expression des genes
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impliqués dans la production des cytokines de la voie IL-17 (figure 1D). En effet, les génes
des cytokines IL-23 et IL-22 sont de fagon significative 13 et 2 fois respectivement, plus
induits en présence de toxine T-2 qu’en présence de DON. De plus, il est a noter que seule la
toxine T-2 semble induire une augmentation significative de I’expression de I'lL-21.

Comme décrit préalablement par I’équipe, le DON diminue significativement I’expression
des génes RALDH (0,21 +/- 0,03) et FoxP3 (0,36 +/-0,09). En revanche, la toxine T-2 n’induit pas
d’effet significatif sur I'expression de ces deux genes impliqués dans la voie de

différenciation des Tregs (figure 1D).

Les cellules épithéliales intestinales influencent le recrutement des cellules dendritiques
suite a une exposition au DON et non a la toxine T-2

Suite aux résultats obtenus précédemment avec un modele complexe que représentent les
explants, nous avons étudié plus spécifiquement I'effet de ces deux toxines sur les IECS en
utilisant une lignée de cellules épithéliales intestinales porcines (IPEC-1). Ces résultats
montrent que si le DON induit une augmentation significative de I'expression des genes pro-
inflammatoires IL-1a, TNF-a, IL-6, IL-8, la toxine T-2 induit seulement une augmentation
significative de I'lL1a (figure 2A). Outre son réle dans la mise en place d’une inflammation,
les IECs sont connues pour intervenir dans divers type de processus biologique et sécretent
notamment des facteurs impliqués dans mise en place de la réponse humorale tels que BAFF,
TSLP et également IgA (figure 2B). lls interviennent également dans la différenciation des
Tregs (via la sécrétion de facteurs tels que TGF-B ou I'acide rétinoique grace a une enzyme,
la RALDH) (figure 2C). Quelque soit le traitement (DON ou T-2), aucun changement
significativement différent n’a été observé sur I'ensemble des genes testés initiant ces deux
processus. En revanche, concernant I’expression des chémokines, molécules impliquées dans
le recrutement des cellules immunitaires (figure 2D), nous avons observé une augmentation
significative de I'expression du gene CCL20 (23,42 +/- 4,95) par rapport au contrble en
réponse a une exposition au DON. Cependant, I'expression de cette chémokine n’est pas
modulée par la toxine T-2. De fagon intéressante, il est a noter qu’une exposition a ces deux
toxines entraine une diminution de I'expression du gene CX3CL1, chémokine impliquée de

facon préférentiel dans le recrutement des cellules CX3CR1" correspondant aux
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macrophages et DCs. Cependant, seule la toxine T-2 diminue I'expression de ce gene de

facon significative (de 2,78 fois moins par rapport au controle).

Le DON et la toxine T-2 perturbent la maturation des MoDCs a des doses non cytotoxiques
Les cellules dendritiques sont des cellules sentinelles de I'organisme capables de présenter
les peptides antigéniques aux lymphocytes T naifs et ainsi d’initier les réponses
immunitaires. Cependant, cette fonction n’est possible qu’aprés leur maturation. Nous
avons évalué I'effet du DON et de la toxine T-2 sur la maturation des cellules dendritiques
par l'utilisation d’'un modele in vitro de cellules dendritiques dérivées des monocytes
sanguins (MoDCs) porcin. En premier lieu, une étude de cytotoxicité nous a permis de
déterminer les ICso respectives de chacune des deux toxines selon I'état de maturation des
DCs (figure 3A). Nous avons montré que la toxine T-2 s’avere 100 fois plus toxique que le
DON indépendamment de |'état de maturation des MoDCs.

En absence de toxines, I'ajout de cocktail de stimulation (IFN-a, TNF-a, LPS) permet
d’obtenir des MoDCs a I'état mature comme le montre I'augmentation significative de
I’expression du MHCII (figure 3B) et du CD80/86 (figure 3C), respectivement, de 70% et de
30% par rapport aux MoDCs immatures validant ce cocktail de maturation des MoDCs. De
fagon intéressante, nous observons une inhibition significative de la maturation de ces
cellules avec de tres faibles concentrations de DON ou de toxine T-2, correspondant a

respectivement des doses 400 ou 40 fois moins élevées que I'lCso du DON ou de la toxine T-2.

L’ensemble des sous-populations de Tregs (CD4'Tregs, CD8'Tregs et CD4+CD8'Tregs) sont
les cibles du DON et de la toxine T-2

Lors d’une étude préliminaire, nous avons effectué un marquage IP/annexin, afin de
déterminer les doses en toxines produisant pas d’effet toxique sur des cultures primaires de
PBMCs. Les doses a partir desquelles il n’est pas détecté d’apoptose sur ce modele cellulaire
sont pour le DON (1uM) et pour la toxine T-2 (3nM) (données non montrées). Nous avons
alors testé I'effet d’'une exposition a ces deux toxines sur la fréquence de différenciation des
sous-populations de Tregs, a savoir les Tregs CD4" (figure 4A), les Tregs CD8" (Figure 4B) et
les Tregs CD4°CD8" (figure 4C). De facon intéressante, il est & noter qu’une exposition a une

faible dose de DON (0,1uM) n’affecte ni le pourcentage des Tregs CD4" ni celui des Tregs
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CD8’, seule la population Tregs double positive est diminuée de fagon significative par
rapport au contréle non traité.

La sous-population de Tregs CD4" semble la moins affectée par les trichothécénes (figure 4A).
En effet, seule une exposition a 0,5 uM de DON réduit de fagon significative le pourcentage
de Tregs CD4" (diminution de 17%, par rapport au contrle négatif). Les sous-populations de
Tregs CD8" et double positives CD4'CD8" semblent plus affectées par le DON que par la
toxine T-2. En effet, nous avons observé une diminution significative du pourcentage de
cellules Tregs CD8" en présence de faibles doses de DON (diminution par rapport au contrdle
de 60% et de 40% en présence de 1 et de 0,5 uM de DON, respectivement) alors que la
toxine T-2 induit une diminution significativement différente de 14% a une concentration de
0,3 nM (figure 4B). La sous-population Tregs CD4'CD8" semble la plus sensible aux
trichothécenes. En effet, leur pourcentage est significativement réduit quelque soit les doses
de DON ou de T-2 testées. De faibles doses de toxines diminuent de fagon significative le
pourcentage de Tregs CD4'CD8" (diminution de 17% en présence de 0,1 uM de DON versus
25% en présence de 0,3 nM de toxine T-2) (figure 4C).

Le DON et la toxine T-2 induisent la production d’IL-17A préférentiellement par les cellules
TCRy&" et non par les cellules Th CD4*

Comme nous I'avons montré précédemment par des analyses transcriptomiques, le DON
comme la T-2 sont des inducteurs d’une inflammation de type IL-17 (Seeboth et al., 2013).
Nous nous sommes alors proposé d’évaluer I'impact de ces deux trichothécénes sur les deux
sous-populations lymphocytaires productrices d’IL-17A décrites chez le porc en utilisant des
cultures primaires de PBMCs. Chez cette espece, deux sous-populations sont décrites
comme ayant la capacité d’induire la production d’IL-17A : les cellules TCRy&" et les cellules T
CD4" (Th17) (Stepanova et al., 2012). L’étude phénotypique en cytométrie de flux a permis
de détecter la présence respective d’environ 30% de cellules TCRyS" et 2% de cellules T CD4"
correspondant a ce qui est décrit dans la littérature. Nous n’avons pas noté d’effet des
toxines sur ces populations. En revanche, nous avons pu observer une augmentation du
pourcentage total de cellules TCRySIL-17A" de fagon concentration dépendante en présence
de DON et de toxine T-2. Ainsi, pour des concentrations de 0,1; 0,5 et 1 uM de DON, le

pourcentage total de cellules TCRySIL-17A" a été respectivement multiplié par 1,5; 3,3 et
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4,5 par rapport au contréle sans toxine. La toxine T-2 augmente elle aussi significativement
le pourcentage total des cellules TCRyS§'IL-17A" de 3,4 et 2,8 fois aprés une exposition
respective de 3 et de 1 nM (figure 5A). La fréquence de cellules T CD4*IL-17A" représente un
pourcentage de cellules extrémement faible, méme dans le groupe sans traitement
(0,0375%). Nous n’avons pas noté d’effet du DON sur cette sous-population. En revanche,
des concentrations de toxine T-2 de 1 et 0,3 nM diminue significativement cette population

lymphocytaire (figure 5B).

Discussion

Considérées comme contaminants naturels des denrées alimentaires, les mycotoxines sont
ubiquitaires au niveau mondial et sont a I'origine de problemes de santé humaine et animale
(AFSSA, 2009). Parmi la trentaine de mycotoxines possédant des propriétés toxiques, le DON
et la toxine T-2, tous les deux faisant partie de la famille des trichothécénes, sont décrits
comme modulateurs de la fonction de barriére intestinale (Goossens et al., 2012; Pinton et
al., 2011; Pinton et al., 2009) et ciblent préférentiellement les cellules immunitaires (Bimczok
et al., 2007; Hymery et al., 2009; Nagata et al., 2001; Pestka and Zhou, 2006; Seeboth et al.,
2012). Ainsi, les cellules immunocompétentes présentes au sein des tissus lymphoides
associés a l'intestin sont les principales cibles de ces toxines. L’équipe a récemment montré
gu’une exposition d’explants de jéjunum au DON provoque une perturbation de
I’lhoméostasie intestinale mise en évidence par une réponse pro-inflammatoire élevée
associée a la différenciation et a [l'activation de la voie IL-17 au détriment de Ia
différenciation des cellules Tregs (Seeboth et al., 2013).

Le principal objectif de cette étude était de comparer |'effet de ces deux trichothécenes sur
la balance immunitaire intestinale en se focalisant sur les acteurs immunitaires régulant cet
équilibre afin de mieux appréhender leur mode d’action.

Les résultats de cette étude comparative, utilisant le modele d’explants intestinaux, ont
montré qu’une exposition au DON comme a la toxine T-2 stimule de fagon similaire les génes
impliqués dans la différenciation (IL-6, IL-1B, et IL-23) ainsi que dans la production des
cytokines IL-17A et IL-22 aboutissant dans le deux cas a l'induction de la voie inflammatoire
IL-17. Nos précédents travaux ont basé l'induction des cellules Th17 par le DON d’aprés

I'augmentation de |’expression de certains genes de cytokines responsables de leur
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différenciation (TGF-B, IL-23, d’IL-1B, d’'IL-6 et d’IL-21) ou produites par ce type cellulaire (IL-
17A, I'lL-22 et I'lL-21) (Volpe et al., 2008; Wilson et al., 2007; Zhou et al., 2009). Cependant,
au sein de la lamina propria de nombreuses cellules peuvent étre a I'origine de la sécrétion
de I'ensemble de ces cytokines. En effet, I'IL-1B, I'lL-6 et le TGF-B sont des facteurs
également produits par les polynucléaires neutrophiles, monocytes et macrophages mais
également par les cellules dendritiques et les cellules épithéliales intestinales. De plus, de
nombreuses études tres récentes mettent en évidence que les cytokines IL-17 comme I'IL-22,
décrites il y a quelques années pour étre spécifiquement sécrétées par les cellules Th17,
peuvent étre également produites par de nombreuses cellules de I'immunité innée.
Découvertes récemment et présentes au sein des muqueuses, les cellules lymphoides dites
« innées » (ILCs) sont capables de produire des profils cytokiniques similaires aux cellules
Th17 (Spits and Di Santo, 2010). Ainsi les ILC17 et les ILC22 sont respectivement productrices
de large quantité d’IL-17A et d’IL-22 (Spits and Di Santo, 2010). Mais les ILCs ne sont pas les
seules sources de ces deux cytokines. En effet, plusieurs équipes ont montré que les cellules
Ty tout comme les cellules NKT peuvent également sécréter de I'lL-17 et de I'lL-22 (Cua and
Tato, 2010; Kim and Jordan, 2012; Sutton et al., 2012). En 2012, Stepanova et son équipe
décrivent chez le porc deux populations de lymphocytes T capables de produire de I'lL-17,
les lymphocytes TaB'CD4" (Th17) et les lymphocytes TyS® (Stepanova et al., 2012). Cette
présente étude a pu mettre en évidence que I'lL-17A stimulées par le DON comme par la
toxine T-2 pourrait étre produites par la population de lymphocytes Ty6. Ainsi, la signature
cytokinique «IL-17 » induite par I’exposition aux trichothécenes (DON et toxine T-2)
proviendrait préférentiellement des sécrétions faisant intervenir les cellules des défenses
innées plutdt que celles des défenses acquises. Le réle indispensable de I'lL-1a ou I'IL-1B en
synergie avec I'lL-23 induit, de fagon comparable aux cellules Th17, l'induction de la
production de I'lL-17 par les cellules Ty® aussi bien chez la souris que chez I’'Homme
(Caccamo et al., ; Ma et al., 2011; Sutton et al., 2009). Nos résultats, obtenus sur les explants
d’intestin, vont également dans ce sens, I'expression des génes IL-1a/B, IL-6 et IL-23 étant
induite de fagon significative en présence de DON et de T-2. De plus, nous observons une
induction d’IL-21 seulement en présence de T-2. L’IL-21 est une cytokine impliquée dans la
régulation de 'lhoméostasie, la différenciation des lymphocytes B mémoires, la maintenance

de la réponse cellulaire T CD8+ et la différenciation des cellules Tyd productrices d’IL-17.
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L’étude de Micci et al. (2012) ainsi que les travaux récents de Liu et al., 2013 décrivent une
nouvelle population de cellules T CD4+ CCR6- productrices d’IL-17 CD4'CCR6- (Liu et al.,
2013b; Micci et al., 2012). Ainsi, nous pouvons émettre I'hypotheése que si la cible
préférentielle du DON est la population lymphocytaire Tyd productrice d’IL-17, la toxine T-2
pourrait avoir pour cible également les cellules T inflammatoires productrices d’IL-21. Cette
hypothése reste cependant a montrer par un marquage spécifique de cette sous-population.
Cette hypothese peut également s’appuyer sur les résultats transcriptomiques qui nous
avons obtenu avec le modeéle in vitro d’IECs montrant une distinction de réponse sur les
molécules induisant le recrutement des cellules immunitaires toxine-dépendant. En effet, la
toxine T-2 n’induit pas I'expression de CCL20 et donc ne permet pas le recrutement des
cellules CCR6" a I'inverse du DON. CCL20 est le ligand du récepteur de surface CCR6 localisé
notamment sur les ILCs (McDonald et al., 2007; Sonnenberg et al., 2011; Spits and Di Santo,
2010). En accord avec les résultats décrits précédemment dans le cas d’une exposition au
DON, l'augmentation significative de CCL20 pourrait favoriser le recrutement des cellules
Ty IL-17".

CX3CL1 est également indispensable au recrutement des lymphocytes T, NKT, macrophages
et DCs exprimant a leur surface le récepteur CX3CR1 (Nicoletti et al., 2010). Au niveau
intestinal, Nicoletti et al. (2010) montrent I'importance de I'expression de CX3CR1 sur les
DCs, lequel joue un réle vital dans I'intestin car il est fondamental pour la migration trans-
épithéliale des DCs (Nicoletti et al., 2010). En effet, les DCs et les macrophages CX3CR1" de la
lamina propria ont la capacité d’allonger leurs dendrites entre les cellules épithéliales pour
capter les éléments présents dans la lumiere intestinale, capables alors d’activer les
lymphocytes Th naifs (Farache et al.,, 2013). Dans cette étude, nous avons observé une
diminution de I'expression du gene CX3CL1 par les IECs en réponse aux trichothécenes. Ce
résultat suggére un défaut de recrutement des cellules CX3CR1" entrainant une dérégulation
de I'équilibre immunitaire. Nous n’avons noté aucun changement concernant I’expression
des génes BAFF et IgA, facteurs impliqués principalement dans la réponse humorale et le
recrutement des lymphocytes B en réponse au DON et a la toxine T-2 (Schneider et al., 1999).
Plusieurs équipes ont déja décrit un effet du DON et de la toxine T-2 sur la maturation des
DCs in vitro et in vivo aussi bien chez 'lhomme (Hymery et al., 2009; Hymery et al., 2006) que

chez le porc (Bimczok et al., 2007). Ainsi, Bimczok et al. (2007) montrent qu’une exposition
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DCs dérivées de monocytes sanguins de porc au DON de diminue I'expression des marqueurs
CD80/86 et CD40. Cette équipe a également montré une inhibition de la capacité de
maturation des cellules dendritiques provenant de porcs nourris avec une alimentation
contaminée par 3,5 a 4 mg DON/kg d’aliment correspondant approximativement a une
exposition de 10 uM dans la lumiere intestinale. Dans cette étude, nous avons observé des
effets similaires d’inhibition de la maturation des DCs en présence de DON et de toxine T-2.
Ainsi, une exposition aux trichothécenes contribuerait au maintien des DCs a un stade
immature entrainant un défaut de présentation antigénique et de différenciation des
lymphocytes Th naifs en Th effectrices, notamment en Th17.

Nous avons également observé des distinctions de réponses entre les deux toxines sur la
voie de différenciation des Tregs. En effet, seul le DON diminue significativement les facteurs
relatifs a la différenciation des Tregs (FoxP3 et RALDH). De plus, ces travaux montrent que
I'exposition de PBMCs a de faibles doses de trichothécenes conduit a une diminution de
I'ensemble des sous-populations de Tregs. Ces doses n’étant pas cytotoxiques, cette
diminution serait due a une interférence dans le processus de différenciation des
lymphocytes CD4" en lymphocytes Tregs. De fagon intéressante, nous avons observé que les
populations de Tregs induites, les iTregs CD8" et les Tregs CD4"CD8" mémoires sont les plus
sensibles a ces toxines.

L’ensemble de ces résultats a permis de montrer I'induction par ces deux trichothécenes
d’une réponse inflammatoire comparable au niveau intestinal reposant sur la mise en place
d’une réponse pro-inflammatoire associée a une inflammation de type IL-17 médiée
préférentiellement par les cellules Tyd. Cependant, les mécanismes d’initiation de cette
réponse semblent étre différents entre le DON et la toxine T-2 puisque seul le DON module
la réponse des IECs via le recrutement des cellules CCR6".

La présence de ces toxines pourrait contribuer a la persistance des IBD par la production
d’IL-17 et la diminution des sous-populations de cellules Tregs (Brimnes et al., 2005; Faunce
et al., 2004; Taams et al., 2006; Tennakoon et al., 2006), deux mécanismes largement mis en
cause dans l'apparition des maladies intestinales telles que la maladie de Crohn ou les colites
ulcératives (Annunziato et al.,, 2007; Fujino et al., 2003; Pandolfi et al., 2009). Il serait a
présent intéressant d’évaluer les effets de ces toxines sur les cibles identifiées dans cette

étude (cellules TyS, ILC et Tregs) issus de la lamina propria lors d’'une exposition in vivo des
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animaux au DON et a la toxine T-2 en étudiant notamment I'impact de ces toxines sur leur

fonctionnalité.
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Figure 1: La toxine T-2 et le DON modulent I'état pro-inflammatoire (A) et la réponse
Th1/Th2 (B), induisent I'expression mRNA des facteurs liés a la différentiation des Th
naives (C) et de la signature cytokinique IL-17 (D) mais seul le DON affecte
significativement la réponse Treg (E) dans un modéle ex vivo d’explants intestinaux de
porc. Les explants intestinaux de porc (n=6) sont mis en culture en présence de 10 uM de
DON (histogrammes gris) ou de 3 nM de toxine T-2 (histogrammes noirs) pendant 1h puis
maintenus en culture pendant 3h. L’expression des génes est analysée par RT-qPCR et est
normalisée par deux génes de ménages (Cyclophilin A and RPL32). Les données représentent
les valeurs moyennes +/- SEM obtenues a partir de six animaux différents. Les valeurs
d’expression des genes sont exprimées de facon relative au groupe contréle sans toxine
(histogrammes blancs). Les astérisques indiquent les différences significatives obtenues par

rapport au groupe controle : * P < 0,05 et **P <0,01.
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Figure 2: Le DON, mais pas la toxine T-2, induit une inflammation (A) et un recrutement
des cellules immunitaires (B) alors qu’aucune de ces toxines ne module les facteurs
induisant la réponse humorale (C) ou la différenciation des Tregs (D) dans un modéele in
vitro d’IPEC-1. Les cellules de la lignée épithéliale intestinale de porc (IPEC-1) est mise en
culture en présence soit de 10 uM de DON (histogrammes gris) soit de 3 nM de toxine T-2
(histogrammes noirs) comme décrit précédemment dans le modéle d’explants intestinaux.

L'expression des genes est analysée par RT-qPCR et est normalisée par deux genes de
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ménages (Cyclophilin A and RPL32). Les données représentent les valeurs moyennes +/- SEM

obtenues a partir de quatre cultures indépendantes. Les valeurs d’expression des genes sont

relatives au groupe contréle sans toxine (histogrammes blancs). Les astérisques indiquent les

différences significatives obtenues par rapport au groupe contrdle : * P < 0,05 et **P <0,01.
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Figure 3: Etude de la cytotoxicité des trichothécénes (DON et T-2) sur un modeéle in vitro de
DCs dérivées de monocytes sanguins (MoDCs) de porc (A) et analyse de leurs effets sur
I'expression de marqueurs de maturation des DCs (B). Le tableau 3A présente les ICso +/-
SEM du DON et de la toxine T-2 sur des cultures primaires de MoDCs immatures ou matures.
La cytotoxicité de ces deux toxines est réalisée a I'aide du test CelltiterGlo. Ce test est basé
sur la quantification de I’ATP dans le milieu considéré comme le reflet du métabolisme actif
des cellules vivantes. Les ICso, de chacune de ces toxines sont calculées a I'aide du logiciel
Sigmaplot et obtenus a partir de trois prélevements différents de MoDCs exposées a
différentes concentrations de DON (100; 10; 1; 0,1; 0,01; 0,001 et 0,0001 uM) ou de
toxine T-2 (300; 100; 30; 10; 3; 1; 0,3; 0,1 nM) pendant 48h en présence ou non d’un
cocktail de maturation : LPS (20 pg/ml), TNF-a (1pg/ml) et IFN-alpha porcin recombinant
(1000 U /ml). Trois expérimentations indépendantes sont réalisées sur des MoDCs
immatures (histogrammes non hachurés) et matures (histogrammes hachurés) exposées a
différentes doses de DON (0,01 ; 0,1 ; 1 uM) (histogrammes gris) ou de toxine T-2 (0,1; 1; 3
nM) (histogrammes noirs) pendant 48h (Figure 3B). Les valeurs correspondent a la moyenne
+/- SEM des triplicats. L’expression des marqueurs MHCII (B) et CD80/86 (C) est calculée de
fagon relative par rapport au contrdle sans toxine (histogrammes blancs). Les astérisques
représentent les différences significatives entre les valeurs obtenues pour les MoDCs

immatures et les MoDCs matures : * P < 0,05.
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Figure 4: Le DON et la toxine T-2 diminuent les sous populations de Tregs : CD4'Tregs (A),
CD8'Tregs (B) et CD4'CD8'Tregs (C). Des PBMCs sont exposées a des concentrations
croissantes non cytotoxiques de DON (0,1; 0,5 et 1 uM) ou de toxine T-2 (0,3 et 3 nM). Les
marquages CD4/CD8/CD25/FoxP3 ont été réalisés aprés 48h d’incubation en présence de
DON (histogrammes gris) ou de toxine T-2 (histogrammes noirs) et analysés par cytométrie
en flux. Les graphiques représentent la moyenne +/- SEM provenant de culture de PBMCs
isolées a partir de quatre porcs différents. Les données sont calculées de fagon relative par
rapport au groupe controle n’ayant recu aucun traitement (histogrammes blancs). Les
différences significatives entre le groupe contrdle et les groupes traités sont notées par des

astérisques : **P <0,01; *** P < 0,001.
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Figure 5: Le DON et la toxine T-2 induisent de fagon préférentielle la différenciation des
cellules Tyd. Des PBMCs porcins sont mis en culture pendant 5h en présence ou non de
différentes concentrations de DON (0,1; 0,5 et 1 uM) (histogrammes gris) ou de toxine T-2
(0,3 ;1 et 3 nM) (histogrammes noirs). A la fin de cette incubation, deux marquages distincts
sont réalisés : TCRy8/1L17 (A) et CD4/IL-17 (B) puis les cellules sont analysées par cytométrie
en flux. Les valeurs représentent les moyennes +/- SEM de trois expériences indépendantes.
Un contréle négatif sans toxine (histogrammes blancs) est réalisé et toutes les valeurs
obtenues sont calculées de facon relative par rapport au controle négatif. Les différences
significatives entre le groupe contréle et les groupes traités sont notées par des astérisques :

* P < 0,05; **P < 0,01.
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ETUDE 3 :

Méthode alternative utilisant la souche de bactérie commensale,
Lactobacillus sobrius 16698T, pour limiter les effets inflammatoires
générés par les trichothécenes : Cas du déoxynivalénol et de la

toxine T-2 chez le porc

Comme décrit précédemment, les mycotoxines sont des structures chimiques trés
variées et sont considérées comme contaminants naturels de tous types d’environnements.
De plus, elles présentent pour plus d’une trentaine d’entre-elles des effets toxiques a I'égard
des hommes et des animaux. La réduction de la production de ces mycotoxines nécessitent
d’envisager des méthodes de décontamination des mycotoxines. De nouvelles stratégies
utilisant des méthodes biologiques telles que les probiotiques sont étudiées.

Dans le second chapitre de ce travail de these, les auteurs ont montré que la toxine T-2
et le DON induisent des effets fortement inflammatoires au niveau de la muqueuse
intestinale chez le porc. En effet, quelque soit la toxine testée, il a été observé une induction
de la inflammation innée associée a une induction de la voie inflammatoire IL-17. Retrouvée
de fagon abondante dans l'intestin chez le porc et révélant de nombreuses propriétés anti-
inflammatoire au niveau intestinal, L. sobrius 16698T semble étre un bon candidat pour
tenter de limiter les effets inflammatoires induits par les trichothécenes.

Ce dernier volet expérimental s’est proposé d’étudier les effets de la souche bactérienne
commensale L.sobrius DSM 16698T sur les réponses inflammatoires intestinales initiées par
la toxine T-2 et par le DON au niveau du GALT. Ce travail a été effectué dans le cadre du

projet européen « INTERPLAY ».

171



ETUDE 3

Résumé

Le déoxynivalénol (DON) et la toxine T-2 sont les deux mycotoxines les plus répandues de la
famille des trichothécenes. Elles sont mondialement retrouvées dans les produits céréaliers
et sont considérées comme contaminants naturels des denrées alimentaires entrainant des
problemes de santé animale. L'intestin représente la premiere cible de ces contaminants.
Elles sont connues pour perturber aussi bien les réponses immunitaires que les fonctions de
la barriere intestinale. De nouvelles méthodes alternatives utilisant des souches de
commensales sont utilisées pour contrecarrer les effets de ces toxines. Le but de cette étude
était d’évaluer in vitro et ex vivo |'effet de la souche Lactobacillus sobrius DSM 16698T en
réponse a une pré-exposition a deux mycotoxines : le DON et la toxine T-2. L’étude des
réponses immunitaires a été effectuée a travers des méthodes transcriptomiques (qPCR)
ainsi que par phénotypage des cellules Tregs par cytométrie en flux. La perméabilité para- et
trans-cellulaire et la résistance électrique (R) ont été également analysées. Les résultats de
cette étude montrent un effet bénéfique de L. sobrius DSM 16698T sur les voies de
production de I'lL-17 uniquement lorsque cette inflammation est induite par le DON et non
en présence de toxine T-2. En revanche, cette souche ne module pas la voie T régulatrice. De
plus, la présence de L. sobrius DSM 16698T permet de rétablir la R et la perméabilité
transcellulaire affectée lors d’une exposition au DON. Ainsi, cette étude montre que les
propriétés protectrices de cette souche telles que la régulation de la tolérance via la
diminution de la réponse IL-17, la stimulation de I'immunité et le renforcement de la
barriere intestinale peuvent étre utilisées pour contrecarrer les effets néfastes de certaines

mycotoxines tels que le DON au niveau intestinal.

Introduction

Les mycotoxines sont des métabolites secondaires produits par les champignons. Elles sont
retrouvées de facon ubiquitaire au niveau mondial (European-commission, 2003;
Wannemacher and Wiener, 1991) et sont considérées comme contaminants naturels des
denrées alimentaires notamment dans les céréales. Parmi les mycotoxines, la famille des
trichothécenes regroupent des molécules ayant des structures chimiques tres variées
incluant le déoxynivénol (DON) et la toxine T-2 (T-2). Ces deux trichothécénes sont connus et

décrits dans de nombreuses études pour induire des effets toxiques chez 'Homme et les
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animaux apres ingestion (AFSSA, 2009; Bryden, 2007; Pestka and Smolinski, 2005).
Cependant mémes les bonnes pratiques agricoles tels que l'irrigation des sols et les rotations
des cultures ne permettent pas leur élimination (Kabak et al., 2006). Ainsi, la réduction de
leur présence dans les aliments nécessite d’envisager des méthodes de décontamination
(Bryden, 2012). Ces méthodes regroupent de nombreuses approches qui peuvent étre de
nature physique, chimique ou biologique. L'approche physique la plus efficace consiste a
trier les grains moisis et contaminés éliminant ainsi la majeure partie des toxines (Meister,
2004; Trenholm et al., 1991). Les approches chimiques peuvent compléter ou suppléer les
méthodes physiques. Elles sont basées sur I'inactivation des mycotoxines par ozonation ou
ammonisation. Cependant, ces méthodes n’éliminent pas ou ne dégradent pas entierement
les mycotoxines. De plus, une modification de la structure moléculaire des trichothécenes
peut engendrer des changements dans leurs activités biologiques sans toutefois induire
nécessairement une réduction de leur toxicité (He et al., 2010). D’autres approches dites
alternatives utilisent alors des additifs tels que des adsorbants inorganiques (les argiles, la
bétonite) ou organiques (le charbon actif, les parois de levures ou de bactéries). Mélangées a
I'alimentation, ces molécules adsorbent les toxines et limitent ainsi leurs adsorptions au
niveau du tractus gastro-intestinal. D’autre part, I'utilisation des micro-organismes (levures
ou bactéries) pour la détoxification des mycotoxines représente une nouvelle voie de
recherche tres prometteuse avec un réel potentiel économique a la fois pour I'industrie
agro-alimentaire et céréaliere. De nombreux micro-organismes ou éléments de ces micro-
organismes isolés a partir du sol, de compost, de rumen ou encore d’insectes ont été
sélectionné et triés selon leur capacité a modifier ou a inactiver les mycotoxines (Pedrosa et
al.,, 2010). Certaines bactéries commensales ont la capacité de lier des mycotoxines (El-
Nezami et al.,, 1998; EI-Nezami et al., 2002b; Haskard et al., 2001; Peltonen et al., 2001).
Cependant, outre la capacité de liaison toxine-microorganisme, la détoxification
microbiologique repose également sur la capacité de leur enzyme a dégrader ou métaboliser
les mycotoxines en des métabolites peu ou pas toxiques pour I'animal par utilisation de
microorganismes présents au niveau du systéme digestif (Pedrosa et al., 2010).

Dans ce travail, nous avons appuyé I'hypothése, non pas sur les capacités de liaison de ces
bactéries avec les mycotoxines mais sur les potentiels effets protecteurs de bactéries

commensales sur les différentes fonctions (fonction de barriére intestinale et/ou capacité a

173



ETUDE 3

moduler les réponses immunitaires au sein de la lamina propria), fonctions connus pour étre
altérées par l'ingestion des trichothécénes (DON et T-2). En effet, des études précédentes
ont montré que le DON et la toxine T-2 peuvent compromettre I'intégrité et la fonction de
cette barriére (Goossens et al., 2012; Pinton et al., 2012a). Le DON altere la perméabilité
intestinale par diminution de I'expression protéique des jonctions serrées comme les
claudines 3 et 4, Z0-1 et I'occludine (Pinton et al., 2010; Pinton et al., 2009; Pinton et al.,
2012b). De plus, récemment, Gossens et al. (2012) montrent que ces deux trichothécénes
augmentent la perméabilité intestinale aux antibiotiques (Goossens et al., 2012). De faibles
doses de DON et de toxine T-2 peuvent également induire des dégats morphologiques et
histologiques sur les cellules épithéliales intestinales (IECs) telles que des atrophies ou la
fusion des villosités (Kolf-Clauw et al., 2013; Pinton et al., 2012b). Ce phénomeéne a
également des conséquences négatives pour la mise en place des réponses immunitaires au
niveau intestinal car ces IECs interviennent comme moyen de défense grace a leur capacité a
sécréter des cytokines pro-inflammatoires ou des chémokines impliquées dans le
recrutement des cellules immunitaires au sein de la lamina propria (macrophages, cellules
dendritiques et lymphocytes) (Oswald, 2006). En plus d’altérer les fonctions de la barriére
intestinale, les trichothécenes sont également connus pour leur immuno-cytotoxicité
(Bimczok et al., 2007; Hymery, 2006; Luongo et al., 2010; Pestka and Zhou, 2006; Seeboth et
al., 2012). De récentes études ont montré I'implication du DON et de la toxine T-2 dans
I'initiation d’une pro-inflammation et notamment dans l'induction de la voie inflammatoire
IL-17 au niveau de la muqueuse intestinale chez le porc (Seeboth et al., 2013). Ces travaux
ont permis également de mettre en évidence, lors d'une exposition a ces deux
trichothécenes, une diminution des différentes sous-populations de cellules T régulatrices
(Tregs), acteurs essentiels du maintien de ’homéostasie intestinale (papier en préparation).

De nombreux microorganismes incluant les bactéries productrices d’acide lactique,
principalement du genre Lactobacillus, Bifidobacterium, Escherichia coli souche Nissle 1917
et Saccharomyces ont montré des effets bénéfiques sur la santé. Ces effets bénéfiques
impliquent notamment la prévention et/ou le traitement des diarrhées, des pathologies
infectieuses, des allergies et des maladies inflammatoires intestinales (IBD), de fagcon souche
dépendante, dans plusieurs études animales ou lors de tests cliniques chez 'homme

(Fedorak and Madsen, 2004; Kawase et al., 2009, , 2010; Schultz, 2008; Szajewska et al.,
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2001; Szajewska and Mrukowicz, 2001). Récemment, chez le rat, il a été décrit qu’une
ingestion néonatale de Lactobacillus reuteri DSM 17938 (LR17938) augmente
significativement la fréquence des Tregs (FoxP3+) dans l'iléon (Liu et al., 2013a). De plus, ces
auteurs ont pu mettre en évidence un effet anti-inflammatoire de cette souche associé a
une induction de la migration des Tregs FoxP3® au niveau de lintestin chez des rats
souffrants d’'une maladie inflammatoire de I'intestin, I'entérocolite nécrotique (NEC) (Liu et
al.,, 2013a). D’autres auteurs ont également mis en évidence I'impact de plusieurs souches
de Lactobacilles sur I'augmentation de la fréquence des cellules Tregs chez des souris saines
(Smelt et al., 2012). Ces bactéries commensales peuvent également modulées la fonction de
la barriere intestinale. Ainsi, il a été montré que Lactobacillus salivarius SMXD51 peut
augmenter la résistance électrique trans-épithéliale (TEER) ainsi que I'adhérence de cette
bactérie aux cellules épithéliales ou encore la stimulation des défenses immunitaires a
travers une augmentation d’IL-6, d’IL-8, d'IL-10 et de la B-défensine 2 (Messaoudi et al.,
2012).

L’équipe de Konstantinov et al. (2006) a isolée a partir de l'intestin de porc une nouvelle
souche commensale, Lactobacillus sobrius DSM 16698T, caractérisée comme Gram+,
catalase-, anaérobie et non mobile (Konstantinov et al., 2006). Cette souche bactérienne est
également retrouvée chez les végétaux, sur les grains et les produits alimentaires ainsi qu’au
niveau du tractus gastro-intestinal humain (Konstantinov et al., 2006). In vivo, ces mémes
auteurs montrent en 2008 que la présence de L. sobrius DSM 16698T réduit la concentration
d’enterotoxigenic Escherischia coli (ETEC) dans l'intestin et aide a la croissance des porcelets
infectées par cette bactérie pathogene (Konstantinov et al., 2008). Parallelement a ces
observations, Roselli et al, 2007 montrent également un effet protecteur de L. sobrius DSM
16698T vis-a-vis d’une infection par des ETEC via I'utilisation d’'un modele in vitro d’IPEC-1.
Ces auteurs montrent notamment que L. sobrius a la possibilité de réduire I'adhésion des
ETEC et la réduction du nombre des protéines de jonctions serrées (ZO-1 ou occludine)
induites par les ETEC. De plus, cette bactérie commensale a le pouvoir de contrecarrer les
effets inflammatoires générés par les ETEC en réduisant notamment l'induction de la
cytokine pro-inflammatoire IL-8 et en favorisant une augmentation de la production de la

cytokine anti-inflammatoire IL-10 (Roselli et al., 2007).
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En se basant sur ces nombreuses propriétés protectrices, le but de cette étude était
d’étudier I'impact de la souche bactérienne commensale L. sobrius DSM 16698T sur les
modulations de la réponse immunitaire et de la fonction de barriere initiées par le DON et

par la toxine T-2 au niveau intestinal.

Matériels et méthodes

Toxines

Les solutions méres des toxines DON et T-2 purifiées (Sigma-Aldrich, Ayshire, UK) ont été
reprises dans du dimethylsulfoxide (DMSOQ) et conservés a -20°C avant d’étre diluées dans du
milieu de culture. Les échantillons controles ont été traités avec des concentrations

équivalentes de DMSO.

Culture bactérienne

La souche de Lactobacillus sobrius DSM 16698T a été généreusement donnée par le Pr. Elena
Mengheri (INRAN, Rome, lItalie) dans le cadre du projet Européen INTERPLAY (FP7-KBBE-
KBBE-2008-2B). La croissance de cette souche bactérienne est réalisée en milieu de culture
liguide MRS (Humeau, La Chapelle-sur-Erdre, France) et nécessite des conditions
d’anaérobiose stricte. Une optimisation du temps de mise en culture a été réalisée

permettant de déterminer une concentration bactérienne de 1 x 10° CFU/ml.

Traitement des explants jéjunaux et des cellules de lignées épithéliales intestinales par le
DON et la toxine T-2

Traitement des explants jéjunaux

Dans le respect des regles du comité d’éthique concernant les procédures engageant les
animaux de laboratoire, des porcelets agés de 4 a 5 semaines (n=6) ont été utilisés pour la
réalisation des explants a partir de tissu jéjunal d’apres la procédure préalablement décrite
par Seeboth, Cano et et al. (2012) (Seeboth et al., 2013) (n° de saisine : TOXCOM/0017/10
PP). Des segments de jéjunum d’en moyenne 5 cm ont été collectés dans du milieu de
Williams pré-chauffé (Sigma-Aldrich) supplémenté de 200 U/mL de pénicilline et 200 pug/mL
de streptomycine (Eurobio, Courtaboeuf, France). Aprés avoir retirée la musculeuse externe,

le jéjunum a été ouvert longitudinalement et a été rincé avec du PBS supplémenté avec 10%
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de SVF. Les explants jéjunaux ont été réalisés a I'aide d’un trocart a dissection (Centravet,
Lapalisse, France) et ont été mis en culture dans du milieu de Williams contenant 1% de
pénicilline/streptomycine, 0,5% de gentamycine (Eurobio), 4,5g/L de glucose (Sigma-Aldrich),
10% de SVF (Eurobio) et 30 mM d’acides aminés (Ala/Glu) (Eurobio). Les concentrations non
toxiques en mycotoxine sur ce modele cellulaire ont préalablement été déterminées
(Seeboth et al., publication en préparation, (Seeboth et al., 2013)) ce qui nous a permis de
nous affranchir de ce biais. Ainsi, les explants ont été incubés pendant 1h a une
concentration non toxique de DON (10 uM), de toxine T-2 (3 nM) ou de DMSO (conditions
controles). Suite a cette incubation, les explants ont été rincés et remplacés par du milieu de
culture sans antibiotique et sans toxine pendant 3 heures a 39°C en présence ou non de
1x10° CFU/ml de Lactobacillus sobrius DSM 16698T. Aprés incubation, les tissus ont été alors

récupérés pour une analyse transcriptomique.

Traitement des cellules IPEC-1

La lignée cellulaire IPEC-1 est une lignée porcine de cellules épithéliales intestinales
provenant du petit intestin d’'un porcelet non sevré (Gonzalez-Vallina et al., 1996). Les
cellules IPEC-1 ont été différenciées comme décrit précédemment (Bouhet et al., 2004). En
résumé, les cellules sont placées sur des membranes de 4,2 cm2 de polyéthylene
téréphtalate comprenant des pores d’une taille de 0,4 um (Beckon Dickinson, Pont de Claix,
France) & une concentration cellulaire de 2x10° cellules par puits dans 1 ml de milieu de
prolifération : DMEM F12-HAM (Sigma Aldrich) supplémenté en L-glu 1% (Eurobio), ITS (8,4
ug/ml d’insuline de pancréas de bovin, 7,6 pug/ml de transferrine, 10 ng/ml de sélénium)
(Sigma), penicilline/streptamycine 1%, SVF 5% et EGF (5ng/ml) (BD Sciences, Bedford, USA)
puis différenciées pendant 10 jours dans du milieu de différenciation (DMEM F12-HAM
supplémenté en L-glu 1%, ITS (8,4 pg/ml d’insuline de pancréas de bovin, 7,6 ug/ml de
transferrine, 10 ng/ml de sélénium, pénicilline/streptamycine 1%, EGF (5 ng/ml) et
dexaméthasone (20 pg/ml) (Sigma). Les traitements sont appliqués au niveau du
compartiment apical afin de mimer une exposition in vivo. Les concentrations en mycotoxine,
non toxiques sur ce modele cellulaire, ont été déterminées dans des études précédentes. Les
IPEC-1 sont incubées pendant 1h en présence de 10 uM de DON, de 3 nM de toxine T-2 ou

de DMSO a 39 °C sous une atmosphére humide et supplémentée de 5% de CO.. A la suite de
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cette incubation, le milieu de culture est éliminé et un nouveau milieu de culture sans
antibiotique contenant +/- 1x10° CFU/ml de Lactobacillus sobrius DSM 16698T est ajouté
pendant 3 heures. A la fin des traitements, les cellules sont récupérées dans le but de

réaliser une analyse transcriptomique.

Obtention et traitement des PBMCs

Les cellules mononucléées du sang périphérique (PBMCs) sont isolées a partir de sang de
porc sur un gradient de ficoll-Paque (1,077 g/lI, Amersham Pharmacia biotech, Uppsala,
Suede). Les PBMCs sont ajustés a une concentration cellulaire de 2x10° cellules/ml. Les
cellules sont stimulées par la concanavaline A (ConA, 2,5 ug/ml) pendant 48h afin de
détecter les LT régulateurs selon le protocole de Kaser et al. (2008) (Kaser et al., 2008b). Les
PBMCs sont traités pendant 48h en présence ou non de concentrations non cytotoxiques de
DON (1 et 0,1 uM) ou de toxine T-2 (3 et 0,3 nM) et en présence ou non de 1x10° CFU/ml de
Lactobacillus sobrius DSM 16698T préalablement inactivés a la chaleur. Un contrdle négatif
correspondant a des PBMCs non stimulés et non traités par les toxines ou les lactobacilles
est également effectué lors de chaque expérience. Chacune de ces expérimentations a été

réalisée en triplicat.

Extraction d’ARN et analyse transcriptomique via la gPCR

L’extraction des ARNSs totaux issus des explants et des IPEC-1 est réalisée par précipitation au
Trizol (Extract all, Eurobio) et a I'isopropanol. La concentration des ARNs est mesurée par
Nanodrop ND-1000 Spectrophotometer. La transcription inverse et la qPCR en temps réel
sont effectuées comme décrit précédemment (Seeboth et al., 2013). Des échantillons d’ARN
sont non rétro-transcrits dans le but de vérifier une éventuelle amplification d’ADN
génomique. La spécificité des produits de PCR est évaluée en fin de réaction par I'analyse de
leurs courbes de dissociation. Les amorces spécifiques des différents genes (répertoriées
dans le tableau 1) ont été achetées chez Invitrogen. L'intensité initiale de fluorescence est
déterminée par la méthode des ACt. Chaque valeur obtenue est normalisée par deux genes
de ménage, la ribosomal protein L32 (RPL32) et la cyclophilline A. Enfin, I'expression relative

des genes est exprimée en fonction des échantillons controles correspondants aux
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échantillons n’ayant regu ni le traitement DON ni le traitement T-2 et n’ayant pas été

exposés aux bactéries.

Tableau 1 : Liste des génes et séquences des amorces sens (F) et anti-sens (R) utilisés pour la

qPCR.

Symbole du

gene

Cyclo A

RPL32

IL1-a

IL1-B

IL-6

IL-8

TNF-a

IL-17A

IL-21

IL-22

Nom du gene

Cyclophiline A

Ribosomal Protein

L32

Interleukin 1 -
alpha

Interleukin 1 -

beta

Interleukin- 6

Interleukin- 8

Tumor necrosis

factor - alpha

Interleukin- 17

alpha

Interleukin- 21

Interleukin- 22

Référence de la

séquence

MN_214353

MN_001001636

NC_010445.3

NM_001005149

NM_214399

NM_213867

NM_214022

AB102693
(Levast et al.,,
2010)
MN_214415
(Kiros et al.,
2011)
AY937228

(Levast et al.,,

Séquences des amorces

F
R

: CCCACCGTCTTCTTCGACAT

: TCTGCTGTCTTTGGAACTTTGTCT

: AGTTCATCCGGCACCAGTCA
: GAACCTTCTCCGCACCCTGT

: TCAGCCGCCCATCCAA
: AGCCCCGGTGCCATGT

: GAGCTGAAGGCTCTCCACCTC
: ATCGCTGTCATCTCCTTGCAC

: GGCAAAAGGGAAAGAATCCAG
: CGTTCTGTGACTGCAGCTTATCC

: GCTCTCTGTGAGGCTGCAGTTC
: AAGGTGTGGAATGCGTATTTATGC

: ACTGCACTTCGAGGTTATCGG
: GGCGACGGGCTTATCTGA

: CCAGACGGCCCTCAGATTAC
: CACTTGGCCTCCCAGATCAC

: GGCACAGTGCCCCATAAATC
: GCAGCAATTCAGGGTCCAAG

: AAGCAGGTCCTGAACTTCAC
: CACCCTTAATACGGCATTGG
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IL-23A

IFN-y

TGF-B

FoxP3

RALDH1

CCR6

CCL20/MIP3

alpha

CX3CL1/

Fractalkine

TSLP

BAFF

Interleukin- 23

alpha

Interféron-gamma

Transforming
growth factor -

beta

Forkhead box P3

Retinoid acid
lactase
dehydrogenase 1
Chemokine (C-C

motif) receptor 6
Chemokine (CC
motif) ligand 20
Chemokine (C-X3-

C motif) ligand 1

Thymic stromal

lymphopoietin

Imunogobulin A

(heavy chain)

B-cell activating

Factor family

2010)

(Dawson et al.,

2009)

NM_213948
(Meurens et al.,

2009)

X54859
(Levast et al,,

2010)

AY669812
(Meurens et al.,

2009)

NC_010460,3

IVI suisse

(Dawson et al.,

2009)

NM_001024589
(Meurens et al.,

2009)

EST CK464144
(Meurens et al.,

2009)

Dawson probe

AB194101
(Levast et al,,

2010)

NM_001097498

(Meurens et al.,

ETUDE 3

: GAGAAGAGGGAGATGATGAGACTACA
: GGTGGATCCTTTGCAAGCA

: TGGTAGCTCTGGGAAACTGAATG
: GGCTTTGCGCTGGATCTG

: GAAGCGCATCGAGGCCATTC
: GGCTCCGGTTCGACACTTTC

: GGTGCAGTCTCTCTGGAACAA
: GGTGCCAGTGGCTACAATAC

: TGGAGTGTGTGGCCAGATCA
: GCAGGCCCTATCTTCCAAATG

: CCTGCACTGCTGCCTCAA
: TTCAGAAAGTAGCTCCGGAA

: GCTCCTGGCTGCTTTGATGTC
: CATTGGCGAGCTGCTGTGTG

: GCAGCTCCTAGTCCATTAC
: CACCATTCTGACCCAAAG

: GCATCAGGGAGACTCCAACCT
: CTTCTCATTCCCAGTGCACATG

: ACCGCCACCATCACCAAACC
: AGCCATCGCACCAGCACATC

: GAGAGCAGCTCCATTCAAAG
: GCATGC CACTGT CTG CAATC
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2009)

Interleukin 12 sub- F: GGTTTCAGACCCGACGAACTCT
IL-12p40 NM_214013
unit 40 R: CATATGGCCACAATGGGAGATG

Dosage des concentrations protéiques en TGF-beta et IL-10 par ELISA

Les concentrations en TGF-beta et en IL-10 sont mesurées par ELISA (Enzyme linked
immuno-absorbent assays) en utilisant des kits spécifiques pour chaque cytokine (R&D
Systems, Minneapolis, MN, USA). Suite au coating des plaques avec les anticorps spécifiques
de chaque cytokine, les plaques sont ensuite lavées avec du PBS-Tween 20 et saturées en
présence de PBS-1% SVF pendant 1h a température ambiante. Les surnageants de culture
d’explants sont ajoutés en duplicat et incubés pendant 2h a température ambiante. Apres
lavage des puits, les anticorps de détection anti-TGF-beta (clone 1D11, R&D Systems) et anti-
IL-10 porcins (rplL-10, R&D Systems) couplés a la biotine sont ajoutés. Les plaques sont
incubées pendant 2h a température ambiante. Puis, un anticorps conjugué a Ila
streptavidine-HRP (Thermo Fisher Scientific, Courtaboeuf, France) est ajouté pendant 30 min.
Les réactions sont révélées par le 3,3',5,5'-tetramethylbenzidine (TMB) (Thermo Fisher
Scientific). La réaction est stoppée avec du H2S04 2N et la densité optique de la réaction est

lue a 450 nm.

Phénotypage des populations de cellules T regs CD4" et CD8*

Le phénotypage des différentes sous-populations de Tregs obtenus a partir de PBMCs
activées a été déterminé par la co-expression des marqueurs de surface CD25, CD4 et/ou
CD8 associé au marquage intracellulaire FoxP3. Dans ce but, les cellules sont incubées avec
I’anti-CD25 (clone K231.3B2, MCA1736, AbDSerotec), I'anti-CD4 (clone 74-12-4, VMRD) et
I’anti-CD8 porcin (clone 76-2-11, VMRD). La réactivité des anticorps est révélée grace aux
anticorps secondaires anti-isotype suivants: Alexa Fluor 488 goat anti-mouse IgG1
(Invitrogen), APC goat anti-mouse IgG2b (Southern biotech, Birmingham, USA) and PE-Cy7
goat anti-mouse 1gG2a (Southern biotech). Afin de révéler le marquage intracellulaire, les
cellules sont fixées puis perméabilisées avec le kit FoxP3 Staining Buffer Set (eBioscience)

suivi un marquage avec I'anticorps anti-FoxP3-PE (clone FJK-16s, 0,03 ug eBioscience) (Kaser
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et al., 2008b) ou avec le contréle isotypique 1gG2a couplé au PE (clone eBR2a, 0,03 ug
eBioscience). Les différentes sous-populations de Tregs sont analysées par cytométrie en
flux (MACSQuant analyser, Miltenyi biotech, Paris, France). Les données obtenues ont été
analysées a l'aide du logiciel VenturiOne (32-bit) (Miltenyi) dans le but de déterminer le
pourcentage de cellules CD4+CD8-CD25+FoxP3+ (CD4+ Tregs) et CD4-CD8+CD25+FoxP3+

(CD8+Tregs) parmi la population totale de PBMCs.

Analyse de la résistance électrique (R) et de la perméabilité trans- et para-cellulaire des
explants intestinaux porcins en utilisant la technique des chambres d’Ussing

Des fragments de jéjunum sont prélevés sur des porcelets agés de 4 a 5 semaines (n=4) et
sont montés en chambre d’Ussing avec une surface d’échange de 0,2 cm2. Les
compartiments apicaux et basolatéraux sont baignés par 1 ml de liquide de Krebs (Sigma)
supplémenté avec 2,1 g/l de NaHCO3 (Sigma), de 0,36 g/I de CaCl2-2H20 (Sigma). Les tissus
sont maintenus a 37°C et sont oxygénés par du carbogéne 5% C0O,/95% O,. La résistance
électrique est mesurée comme un index de l'intégrité du tissu. De plus, la perméabilité
transcellulaire et paracellulaire est évaluée a I'aide respectivement de la HRP 40 kDa (Sigma)
et du FITC-dextran 4kDa (Sigma).

L’effet des lactobacilles sur la perméabilité trans- et para-cellulaire a été évalué a travers
deux expériences I'une ex vivo et I'autre in vivo. Lors de I'expérience ex vivo, les explants
jéjunaux ont été prélevés sur six individus sains et ont été pré-exposés 1h apicalement avec
du DON (10 pM) avant Iajout de L. sobrius (1 x 10° CFU/ml) pendant 3h. Lors de
I’'expérimentation in vivo, des porcelets sevrés a 28 jours ont été gavés (groupe DON, n=4)
ou non (groupe contréle, n=4) par voie orale pendant 14 jours avec 0,3 mg de DON/kg de
poids vif/jour (8 ppm) (n° saisine : TOXCOM/0004/I10 AMC). La solution de gavage contenait
la toxine dissous dans % d’eau et % de jus de cassis. Apres abattage des animaux, des
explants jéjunaux d’animaux sains et d’animaux gavés au DON ont été prélevés et ont été
placés en chambres d’Ussing comme précédemment décrit. L. sobrius (1x10° CFU/ml) a été

ajouté dans les chambres apicalement pendant 3h.
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Statistiques

Les analyses statistiques sont réalisées a I'aide du logiciel GraphPad Prism 4. Les résultats
sont exprimés par la moyenne +/- SEM. La comparaison entre les groupes a été effectuée
grace a un test non paramétrique (Test de Mann Withney). Les différences sont considérées

comme statistiquement significatives lorsque la p-value est inférieure a 0,05.

Résultats

L. sobrius ne permet pas de réduire la réponse inflammatoire innée induite par le DON ou
la toxine T-2

Cette équipe a précédemment montré que le DON comme la toxine T-2 sont a l'origine
d’une réponse inflammatoire innée au niveau intestinal (Seeboth et al, en préparation).
Nous avons testé le potentiel effet protecteur de la souche commensale Lactobacillus
sobrius 16698T sur l'initiation de cette inflammation. Dans ce but, nous avons pré-exposé
des explants de jéjunum a 10 uM de DON ou a 3 nM de T-2 pendant 1h, retiré les toxines du
milieu puis a nouveau, exposé les explants a L. sobrius 16698T pendant 3h. Conformément a
nos résultats précédents, en absence de L. sobrius 16698T, le DON induit significativement
I’expression des génes pro-inflammatoires IL-1a (2,24 +/-0,23), IL-1B (5,96 +/-1,36) et IL-8
(6,32 +/- 2,11). La toxine T-2, quant a elle, induit significativement I’expression des génes IL-
la (2,18 +/- 0,10), IL-1B (3,51 +/- 0,62) et TNF-a (5,59 +/- 0,66) (figure 1). De plus, il est a
noter que I'exposition d’explants intestinaux a L. sobrius n’induit pas d’inflammation. Ces
deux observations nous ont permis de valider ce modele expérimental et ainsi d’évaluer
I'effet protecteur potentiel de cette souche bactérienne sur l'initiation de I'inflammation
innée par les toxines. Que ce soit lors d’une pré-exposition au DON ou a la T-2, nous n’avons
pas observé de changement d’expression des genes IL-1, TNF-a ou IL-8 en présence de L.
sobrius 16698T. Ainsi, L. sobrius ne semble pas diminuer I'inflammation innée générée par

une pré-exposition d’explants de jéjunum aux toxines.

L. sobrius ne permet pas de réduire la réponse Thl induite par les toxines mais potentialise
la réponse IFN-y produite par la toxine T-2. Nous avons cherché a caractériser I'impact de

cette bactérie sur la voie Thl a travers la modulation de I'expression de I'IFN-y et de I'IL-
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12p40 en utilisant le modele ex vivo des explants jéjunaux (figure 2). De fagon intéressante,
nous observons une diminution significative de I'expression de I'l[FN-y en présence de
lactobacilles, qui n’est pas observé au niveau du gene 1I-12. De plus, les résultats montrent
une augmentation significative de I'expression de I'lFN-y en présence de la toxine T-2 alors
que seul I'lL-12 est augmentée de fagon significative suite a une incubation avec le DON. L.
sobrius, sur un tissu pré-exposé a la toxine T-2 augmente de fagon significative I'expression

de I'lFN-y phénomeéne non observé apres une pré-exposition au DON. .

L. sobrius diminue de fagon toxine-dépendante I'expression des cytokines impliquées dans
la voie inflammatoire IL-17

Nous nous sommes intéressés également a I'impact de L. sobrius sur la voie T régulatrice et
la voie inflammatoire IL-17, décrites pour étre modulées par ces deux mycotoxines (Seeboth
et al.,, en préparation). A travers une approche transcriptomique, nous avons étudié
I'expression des genes des cytokines impliquées dans la voie inflammatoire IL-17. Comme
précédemment décrit par cette équipe, le DON et la toxine T-2 induisent significativement
I’ensemble des génes testés (IL-6, IL-22, IL-17A et IL-23A). De facon intéressante, la seule
présence de L. sobrius, sans addition de toxines, induit une diminution significative de
I’expression des genes IL-17A (0,29 +/- 0,17), IL-23A (0,06 +/- 0,009) et IL-21 (0,3 +/- 0,14)
par rapport au groupe controle. De plus, nous avons observé une diminution drastique de
I’expression de I’ensemble de ces genes en présence de L. sobrius uniquement en présence
de DON atténuant completement I'induction de I'inflammation de type IL-17 initiée par cette
toxine. La présence de L. sobrius 16698T réduit par exemple I'expression de I'lL-23A d’un
facteur 7 et I'expression de I'lL-17A d’un facteur 4, leur niveau d’expression revenant aux
valeurs contréles sans toxine (Figure 3). En revanche, dans le cas d’une pré-exposition a la
toxine T-2, aucun effet de la souche L. sobrius 16698T n’a été mis en évidence sur cette voie

inflammatoire..

L. sobrius n’agit pas sur la voie T régulatrice
Les données obtenues récemment par I’équipe ont pu mettre en évidence que seul le DON
et non la toxine T-2 diminue de fagon significative I'expression des genes RALDH et FoxP3,

impliqués respectivement dans la différenciation et le maintien de la fonction régulatrice des
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lymphocytes T. Cependant, ces deux trichothécenes ont la capacité de diminuer de fagon
significative les différentes sous-populations de cellules Tregs (Seeboth et al, en préparation).
Nous avons émis I’hypothese que I'effet bénéfique des Lactobacilles sur la voie IL-17 pourrait
étre dd a une stimulation de la différenciation des Tregs par les lactobacilles qui pourrait
étre plus favorable en présence de DON qu’en présence de toxine T-2. Nous avons ainsi
étudié I'effet de L. sobrius DSM 16698T sur cette voie a travers I'expression des genes de
divers facteurs impliqués dans la différenciation des Th naives en Tregs (TGF-$, IL-10, RALDH,
FoxP3) (Figure 4A) et I'expression protéique des cytokines TGF-B et IL-10 (figure 4B). Nos
résultats montrent que L. sobrius appliqué sur des tissus sains non exposés aux toxines et ne
module pas I'expression des genes FoxP3 et RALDH. Comme attendu et décrit dans nos
travaux précédents, seul le DON contrairement a la toxine T-2, induit une diminution
significative de I’expression des génes RALDH (0,21 +/- 0,03) et FoxP3 (0,36 +/-0,09).
Cependant, nous avons montré précédemment que méme si la toxine T-2 n’induit pas de
diminution significative des genes FoxP3 et RALDH, elle est néanmoins a I'origine d’une
diminution significative des sous-populations des cellules Tregs CD4" et CD8" (Seeboth et al,
en préparation). En présence de DON comme de T-2, la présence de L. sobrius ne modifie ni
I’expression de TGF-B ni I’expression d’IL-10. En revanche, uniquement dans le cadre d’une
exposition au DON, la présence de cette bactérie renforce la diminution de I'expression des
génes RALDH et FoxP3 (Figure 4A). Deuxiemement, L. sobrius DSM 16698T n’induit pas
I'expression des deux protéines IL-10 et TGF-B (Figure 4B). Nous avons également analysé
I'impact de L. sobrius sur ces différentes sous-populations aprés pré-exposition au DON ou a
la toxine T-2 (figure 4C). En absence de L. sobrius, nous observons une diminution
significative des populations CD4"Tregs et CD8 Tregs (réduction des CD4"Tregs d’un facteur 3
et d’un facteur 4 ou 7,5 pour les CD8'Tregs suite a une exposition de 1 uM de DON ou de 3
nM de toxine T-2, respectivement). La présence de L. sobrius ne permet pas de restaurer la
fréquence des CD4" Tregs, ni des CD8" Tregs. Ainsi la présence de L. sobrius ne permet pas
de diminuer I'impact des toxines DON et T-2 sur les populations T régulatrices. Ces résultats
nous ont permis de mettre en évidence que le mécanisme d’action bénéfique de L. sobrius

16698T sur la réponse inflammatoire de type IL-17 n’implique pas la voie T régulatrice.

185



ETUDE 3

L. sobrius, dans le cas d’une pré-exposition au DON, diminue le recrutement immunitaire
induit par les cellules IPEC-1

Afin de mieux comprendre le mécanisme d’action des Lactobacilles lesquels s’averent avoir
un effet toxine-dépendant sur la voie inflammatoire IL-17, nous avons choisi de tester cette
souche sur un modele in vitro de cellules épithéliales intestinales de porc (IPEC-1). En effet,
moins complexe que les explants qui font intervenir 'ensemble des acteurs immunitaires de
la lamina propria, les IECs ont la capacité de moduler et d’orienter les réponses immunitaires.
Précédemment, nous avons montré que le DON contrairement a la toxine T-2 a la capacité
d’induire le recrutement immunitaire. Nous nous sommes alors proposé d’étudier I'effet de
ce Lactobacille sur 'ensemble des fonctions immunitaires qui peuvent étre modulées par les
IECs.

En réponse a une agression, les IECs ont la capacité d’initier une inflammation innée. Nous
avons évalué I'effet de L. sobrius sur les genes pro-inflammatoires IL-1a, TNF-a et IL-8 (figure
5A). En accord avec les données de la littérature, nos résultats montrent qu’une exposition
au DON ou a la toxine T-2 induit I'augmentation significative de I'expression des genes IL-1a
(2,85 et 1,80 respectivement), TNF-a (4,28 et 1,73 respectivement) et IL-8 (25,74 et 2,68
respectivement). De fagon intéressante, la présence de L. sobrius DSM 16698T engendre une
augmentation significative de I'ensemble des genes inflammatoires témoignant de la mise
en place d’une inflammation par les IECs, inflammation qui n’avait pas été observé apres
incubation des explants avec le Lactobacille. Nous nous sommes également intéressés a la
capacité des IECs a moduler la réponse humorale et notamment la réponse des IgA en
étudiant la modulation de I'expression des génes IgA, TSLP et BAFF (figure 5B). L’analyse
transcriptomique des genes TSLP et IgA n’a pas révélé d’effet des toxines ou des
Lactobacilles. En revanche, la présence de L. sobrius induit une diminution significative de
50% par rapport au contréle de I’expression BAFF (0,49 +/- 0,07). Cette diminution
significative en présence de Lactobacilles a été observée aussi bien dans le groupe controle
que dans les groupes DON (0,46 +/- 0,08) et T-2 (0,49 +/- 0,06).

Participant également a la différenciation des cellules Th naives en Tregs, nous avons évalué
I'impact de L. sobrius sur la capacité des IECs a moduler cette voie de différenciation suite a
une pré-exposition au DON ou a la T-2 a travers I'analyse transcriptionnelle des génes TGF-3

et RALDH (figure 5C). Les toxines n’ont pas d’effet sur I'expression de RALDH par les IECs. En
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revanche, de fagon étonnante, la seule présence de L. sobrius induit de manieére significative
I’expression de TGF-B par les IPEC-1 quelque soit le groupe expérimental : controle (2,26 +/-
0,40), DON (2,26 +/- 0,43) et T-2 (2,12 +/- 0,29).

De plus, ces résultats montrent qu’en absence de L. sobrius une exposition a la toxine T-2 et
au DON induit une diminution significative de I'expression de CX3CL1 (0,18 +/- 0,09 vs 0,11
+/- 0,04) (figure 5D), cytokine impliquée dans le recrutement des cellules immunitaires,
notamment des macrophages et des cellules dendritiques. Cette diminution est
indépendante du traitement par les toxines, en effet en présence de L. sobrius, les valeurs
sont diminuées respectivement : contrdle (0,05 +/- 0,009), DON (0,08 +/- 0,004) et T-2 (0,16
+/- 0,02). De fagon intéressante, L. sobrius a la capacité de diminuer I'expression du géne
CCL20, seulement dans le cas d’une pré-exposition des cellules IPECs au DON (diminution
significative d’un facteur de 2) (figure 5D).

L’ensemble des effets observés suite a une incubation des cellules épithéliales intestinales
avec L. sobrius (qu’ils soient de nature inflammatoire, liés a la réponse humorale ou
régulatrice), ne sont pas affectés par une exposition préalable des cellules aux toxines. Les
résultats obtenus sur ce modele cellulaire permettent de conclure a une action spécifique de
L. sobrius DSM 16698T dans le cas d’une pré-incubation au DON, sur le recrutement
cellulaire a travers la diminution de I'expression de CCL20. Cette action semble toxine-

dépendante.

L. sobrius DSM 16698T restaure la diminution de la résistance électrique (R) et de la
perméabilité transcellulaire, induite par une pré-exposition au DON

En se basant sur les résultats précédents montrant un effet des Lactobacillus
essentiellement lors qu’une pré-incubation par le DON et son action délétére sur la fonction
de barriere étant antérieurement montré, nous avons analysé effet des Lactobacilles sur
I'intégrité de cette barriere dans le cas d’'une pré-incubation a cette toxine. Pour répondre a
cette question, la résistance électrique et la perméabilité para- et trans-cellulaires (FITC-
dextran et HRP) ont été évaluées apres exposition ex vivo d’explants jéjunaux au DON (figure
6A) ou lors d’'une expérimentation in vivo apres ingestion par les animaux de DON (0,3
mg/kg de poids vif /j) pendant 14 jours (figure 6B). Nous observons une diminution de la R

des 30 minutes apres exposition apicale ex vivo des explants jéjunaux avec le DON. Cette
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diminution significative de la R est aussi observée sur des explants d’animaux ayant ingérés
du DON, comparée aux animaux contrdles. Il est important de noter que nous observons une
augmentation significative de la R aprés 180 min d’incubation en présence de L. sobrius sur
des explants d’animaux ayant ingérés du DON (figure 6B) montrant I'effet bénéfique de cette
bactérie sur I’épithélium intestinal.

En parallele, la perméabilité intestinale paracellulaire au FITC-dextran 4KDa et transcellulaire
a la HRP-intacte ont été mesuré. Il est a noter que nous avons obtenu des résultats similaires
suite a I'exposition ex vivo ou in vivo au DON. La perméabilité paracellulaire n’est pas
modifiée par une exposition au DON en présence ou non de L. sobrius. En revanche, la
perméabilité transcellulaire est significativement diminuée en présence de DON aprées une
exposition ex vivo (0,019 +/- 0,012) ou in vivo (0,08 +/- 0,006). De facon intéressante, L.
sobrius restaure la diminution de la perméabilité transcellulaire induite par une pré-
exposition ex vivo de DON. Bien que cette restauration ne semble que partielle dans le cas
d’une exposition in vivo au DON, la perméabilité transcellulaire a la HRP est cependant
augmentée (p value = 0,057).

L’ensemble de ces résultats a permis de mettre en évidence un effet protecteur de L. sobrius
sur les fonctions de barriere intestinale notamment contre les effets déléteres du DON sur

des tissus suite a une exposition ex vivo ou in vivo a cette toxine.

Discussion

En conséquence des préjudices sanitaires et des pertes économiques provoquées par la
présence de trichothéceénes (DON et toxine T-2), de nombreuses stratégies ont été
développées pour lutter contre leurs présences et/ou leurs toxicités (AFSSA, 2009; CAST,
2003; Pedrosa et al., 2010). Le DON et la toxine T-2 sont connus pour étre immunotoxiques,
ciblant majoritairement les cellules immunitaires (Bimczok et al., 2007; Hymery et al., 2009;
Nagata et al.,, 2001; Pestka and Zhou, 2006; Seeboth et al., 2012) et les fonctions de la
barriére intestinale (Goossens et al., 2012; Pinton et al., 2011; Pinton et al., 2009). Les
cellules immunocompétentes présentes au sein des tissus lymphoides associés a l'intestin
sont les principales cibles de ces toxines. L'équipe a récemment montré qu’une exposition
d’explants de jéjunum au DON ou a la toxine T-2 perturbe I’homéostasie intestinale en

influencant la voie inflammatoire IL-17 et la voie T régulatrice (Seeboth et al., 2013) (Seeboth
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et al., en préparation). L'une des méthodes d’élimination des mycotoxines dite méthode
microbiologique consiste a évaluer I'effet de souches bactériennes commensales telles que
les Lactobacilles ou les Bifidobactéries sur les effets toxiques des mycotoxines. L'objectif de
cette étude était d’évaluer in vitro, ex vivo et in vivo, I'effet de la souche L. sobrius en
réponse a une exposition au DON ou a la toxine T-2 sur les réponses immunitaires initiées
dans la lamina propria d’une part et sur les fonctions de barriere intestinale d’autre part.
Dans cette étude, nous avons analysé I'effet bénéfique de la souche L. sobrius DSM 16698T
sur I'altération de la barriere intestinale induite par une pré-exposition au DON et a la toxine
T-2. Nous nous sommes intéressés a la barriere immunologique mais aussi a la barriere
physique (épithélium intestinal).

De nombreuses souches de bactéries commensales ont montré des effets immuno-
modulateurs bénéfiques pour I’'hGte en réponse soit a des bactéries pathogénes (Karunasena
et al., 2013; Lievin-Le Moal et al., 2002; Naaber et al., 2004; Roselli et al., 2007) soit a des
toxines, notamment au niveau de la réponse pro-inflammatoire. Cest le cas des
mycotoxines (Hathout et al., 2011; Mechoud et al., 2012). Ainsi, Mechoud et al. (2012)
montre que L. reuteri CRL 1098 et L. acidophilus CRL 1014 permettent de réduire in vitro
I'induction de I’expression de la cytokine pro-inflammatoire TNF-a par |'ochratoxine A
(Mechoud et al., 2012). En accord avec les données de la littérature, nos résultats montrent
que les trichothécenes sont capables d’induire de fagon significative I'expression des genes
pro-inflammatoires TNF-a, IL-1 et IL-8 aussi bien sur un modele ex vivo d’explant intestinaux
qu’in vitro sur des cellules IPEC-1. En revanche, L. sobrius s’est révélée dans I'incapacité de
réduire I'induction de I'expression des cytokines TNF-a, IL-1 et IL-8. Les cellules épithéliales
intestinales sont les premieres cellules au contact des contaminants alimentaires, elles sont
ainsi en contact direct avec les mycotoxines et les bactéries commensales. En effet, ces
cellules possédent a leurs surfaces des récepteurs, notamment les récepteurs Toll-like (TLRs).
Les TLR-2 et -6 sont capables de reconnaitre de nombreux motifs bactériens notamment les
acides lipotéichoiques (LTA) et les acides téichoiques (WTA) de la paroi des bactéries qu’elles
soient pathogénes ou commensales (Alves et al., 2007; Navarre and Schneewind, 1999). La
reconnaissance des TLRs avec leurs ligands spécifiques active alors les voies de signalisation
des TLRs aboutissant a la synthése de cytokines pro-inflammatoires (IL-1, TNF, IL-8) (Akira,

2006; Kawai and Akira, 2009). Par exemple, les LTA sont décrits comme un des éléments de
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la paroi des bactéries Gram+ le plus immuno-modulateur (Grangette et al., 2005; Huang et
al., 2007). En revanche, a la différence des travaux de Roselli et al. (2007), les résultats de
cette présente étude ont montré sur un modele d’IPEC que la seule présence de L. sobrius
DSM 16698T induit une immuno-stimulation de la réponse pro-inflammatoire (IL-1a, TNF-a,
IL-8) et des réponses régulatrices TGF-B. Ainsi, 'augmentation de ces génes peut étre
associée a la mise en place par la bactérie d’'une immuno-régulation résiduelle au niveau
intestinal permettant de maintenir un état d’homéostasie (Dietert, 2012). Mais cette
divergence peut étre également expliquée par un temps d’incubation différent (Roselli et al.,
2007). De plus, contrairement aux données publiées par ces auteurs, nos résultats ne
montrent pas de modulation par la souche L. sobrius sur cette réponse inflammatoire induite
par les mycotoxines. Cette différence peut étre imputée a la nature de I'agression (toxines
versus agents bactériens pathogénes). Nous avons également noté que si L. sobrius induit
une inflammation sur un modeéle IPEC-1, cette induction n’est pas observée dans le modele
d’explant suggérant qu’au sein de ce dernier, le dialogue cellulaire et cytokinique permet de
réguler I'inflammation résiduelle générée par L. sobrius.

Ces deux trichothécenes exacerbent la réponse inflammatoire IL-17 et les cytokines
associées tels que IL-17, IL-23, IL-22, IL-6 (Seeboth et al., 2013) (Seeboth et al., en
préparation). Cette présente étude nous a permis de mettre en évidence de facon tres
intéressante un effet bénéfique de la souche L. sobrius DSM 16698T sur la réponse
inflammatoire de type IL-17 a travers la diminution de I'expression des genes des cytokines
IL-17, IL-6, 1L-22, IL-23 seulement lors d’une pré-exposition au DON. D’autres auteurs ont
également montré |'effet suppressif de certaines souches de Lactobacillus sur I'inflammation
IL-17. En effet, Chiba et al. (2010) montrent que L. casei inhibe significativement la sécrétion
d’IL-17 induite par une stimulation antigénique sans changer la proportion de cellules Th17
(Chiba et al., 2010). De plus, I'équipe de Jan et al. (2011) observe que L. gasseri diminue la
sécrétion d’'IL-17A induite par le TGF-B et I'IlL-6 sur des splénocytes. Cette souche
bactérienne diminue également le nombre de macrophages alvéolaires producteurs d’IL-17
suite a une administration orale de L. gasseri (Jan et al., 2011). De facon surprenante, nos
résultats montrent que la souche L. sobrius n’a pas d’effet sur I'inflammation IL-17 lorsque
celle-ci est induite par une pré-exposition a la toxine T-2. Deux hypotheses peuvent étre

émises pour expliquer cette différence. Premierement, cette divergence peut étre imputée
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par l'induction d’un profil cytokinique différent par le DON ou la toxine T-2. En effet, nos
résultats montrent que la toxine T-2 induit une expression nettement supérieure d’IL-21,
d’IL-22 et d’IL-23A et d’IFN-y par rapport au DON. De plus, il est envisageable de penser que
du fait de I'ampleur de I'induction, L. sobrius n’est pas en mesure de controler la réponse
immunitaire mise en place par la toxine T-2, hypothése qui confirmerait également que la
toxine T-2 est la plus immuno-toxique des toxines du groupe des trichothécénes (AFSSA,
2009; Meissonnier et al., 2008). Deuxiemement, il a été récemment montré que différents
types cellulaires tels que les macrophages, ILCs, Th17 mais également d’autres lymphocytes
T producteurs d’IL-17 comprenant les lymphocytes TCD8", les iNKT et les cellules Tyd
possédaient également la capacité de sécréter de I'lL-17 et les cytokines associées tels que
IL-21 et IL-23 (Kim and Jordan, 2012; Roark et al., 2008; Spits and Di Santo, 2010; Sutton et
al., 2009; Sutton et al., 2012). De plus, nous avons montré dans une étude précédente que,
suite a une exposition au DON et a la toxine T-2, I'lL-17 était produite principalement par les
cellules TyS8'IL17" (Seeboth et al., en préparation). Ainsi, la différence dans le niveau
d’induction de I'expression des genes de cette voie IL-17 entre le DON et la toxine T-2
pourrait étre due a une cible cellulaire productrice d’IL-17 différente et spécifique de chaque
toxine. En suivant cette hypothese, la souche bactérienne L. sobrius pourrait avoir une action
préférentielle sur la réponse des cellules Ty8'IL17" induit par le DON et pas sur un autre type
cellulaire préférentiellement induite par la toxine T-2. Cette hypothése peut étre mis en
relation avec nos résultats montrant que la présence de DON induit une fréquence deux fois
plus élevée de cellules Ty8'IL17" par rapport a la toxine T-2 (Seeboth et al., en préparation).
Afin de mieux comprendre cette différence de réponse, il serait intéressant dans la suite de
ce travail, de phénotyper de fagon plus précise les sous-populations cellulaires cibles de ces
deux mycotoxines capables de produire les cytokines inflammatoires de type IL-17.

De plus, nos résultats montrent que L. sobrius induit une diminution de I’expression du gene
CCL20 dans les cellules IPEC-1, gene augmenté seulement en présence de DON. Ces résultats
peuvent signifier une diminution du recrutement des cellules exprimant le CCR6, notamment
les cellules dendritiques mais également les cellules Ty§'IL17". Ce résultat permet
d’expliquer la diminution de I’expression de la voie IL-17 en présence de Lactobacilles suite a

une pré-exposition au DON.
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Comme décrit dans la littérature, la fonction immunitaire n’est pas la seule fonction qui est
altérée par la présence de mycotoxines. Le maintien de l'intégrité de la barriere épithéliale
intestinale est fondamental pour prévenir des infections bactériennes impliquées de facon
conséquente dans le développement des maladies inflammatoires intestinales (Fasano and
Shea-Donohue, 2005; Seeboth et al., 2013). Cette barriére intestinale compte en premiére
ligne les IECs constituant une barriere physique contre la plupart des contaminants
alimentaires (pathogenes ou toxines) grace a leurs jonctions serrées intercellulaires
empéchant la diffusion de molécules et de pathogenes et le role du mucus contenant des
peptides anti-microbiens, des molécules cytoprotectives et les IgA sécrétoires capables de
protéger la surface de ['épithélium en assurant la capture et I'élimination des
microorganismes sécrétoires. Au cours de cette étude, nous avons évalué sur un modeéle in
vitro d’IEC (cellules IPEC-1), les effets de la souche L. sobrius sur les réponses IgA mais
également son impact sur la perméabilité de cette barriere a travers les passages para- et
transcellulaires. Ainsi, nous n’avons pas observé d’effet des toxines (DON et toxine T-2) ou
de L. sobrius sur la réponse IgA ou sur la réponse humorale (TSLP) suggérant que ni le DON ni
la toxine T-2 ni méme ce Lactobacillus n’initient pas de fagon préférentiel les réponses IgA
ou humorales. Cependant, plusieurs études ont caractérisé I'effet du DON et de la toxine T-2
sur la fonction de barriere des IECs. En effet, le DON et la toxine T-2 augmentent la
perméabilité intestinale et permettent ainsi le passage de différents composés tels que les
antibiotiques (Goossens et al., 2012) ou I'entrée des bactéries pathogenes (Vandenbroucke
et al., 2011). Elles perturbent également I'absorption des nutriments (Maresca et al., 2002).
Conformément a ce qui a été décrit dans la littérature, nous avons également observé que le
DON altére la perméabilité de la barriére intestinale (Goossens et al., 2012; Pinton et al.,
2009; Pinton et al.,, 2012b). Les jonctions serrées jouent un réle fondamental dans le
maintien de l'intégrité de la barriere et de ses fonctions via I'interaction des protéines ZO
avec les protéines transmembranaires occludines et claudines (Berkes et al., 2003; Furuse et
al., 1994; Pinton et al., 2010; Tsukita et al., 2001). Ainsi, Pinton et al. (2009 ; 2010) montrent
que le DON affecte les fonctions de barriere épithéliale en diminuant I'expression de la
claudine-4 a travers un mécanisme dépendant de la voie des MAP kinases (Pinton et al.,
2010; Pinton et al.,, 2009). De méme Roselli et al. (2007) montrent que d’autres

contaminants alimentaires tels que des bactéries pathogenes, les enterotoxigenic Escherichia
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coli ou ETEC affaiblissent également la barriere intestinale en réduisant I'expression des
protéines de jonctions (ZO-1 et occludine) et des protéines du cytosquelette (actine F)
(Roselli et al., 2007), de facon similaire au mécanisme d’action du DON décrit par Pinton et al.
(2009 ; 2010) (Pinton et al., 2010; Pinton et al., 2009). Les résultats de cette présente étude
montrent un effet bénéfique de la souche L. sobrius DSM 16698T sur l'altération des
fonctions de barriere induite par le DON (diminution de la perméabilité intestinale). Roselli
et al. (2007) ont également montré la capacité de la souche L. sobrius DSM 16698T a
contrecarrer les effets d’une perturbation induite par les ETEC au niveau de la barriere
intestinale en inhibant complétement les effets des bactéries pathogénes sur I’'expression de
Z0-1 et des occludines (Roselli et al., 2007). Ainsi, nos résultats suggérent qu’en plus d’agir
sur les fonctions immunitaires, la souche L. sobrius DSM 16698T pourrait agir également sur
I’expression des protéines de jonctions telles que ZO-1, occludines ou claudines
dont I'expression aurait été perturbée par une exposition au DON. Cette hypothese
mériterait cependant d’étre analysée dans une étude ultérieure. Par ailleurs, I'effet de L.
sobrius DSM 16698T sur I'intégrité de la barriere n’est pas un cas isolé et I’évaluation in vitro
du potentiel probiotique de L. salivarius SMXD51 contre une infection par Pseudomonas
aeruginosa PAO1 a également montré leur effet sur I'augmentation de la résistance trans-
épithéliale (TEER) et un renforcement du cytosquelette d’actine F (Messaoudi et al., 2012).

Le transport des molécules de la lumiére intestinale vers la lamina propria emprunte deux
voies différents : la diffusion paracellulaire a travers les jonctions serrées entre les IECS et le
transport transcellulaire impliquant les mécanismes d’endocytose/exocytose ou les
récepteurs membranaires (Menard et al., 2010). Dans cette étude, nous n’avons pas observé
de modification de la perméabilité paracellulaire en réponse au DON sur un modele ex vivo
d’explant contrairement a ce qui est décrit dans la littérature. En effet, Pinton et al. (2009)
montrent une augmentation significative du flux paracellulaire aussi bien sur des modeles
cellulaires in vitro d’IPEC-1 ou de Caco2 (Pinton et al., 2009) en contact avec des doses de 20
UM de DON. La présence de 10 uM de DON n’affectant pas significativement le passage
paracellulaire. Cependant, de fagon intéressante, nous avons observé que le DON diminue la
perméabilité transcellulaire a la HRP sous forme intacte laquelle est restaurée par la
présence de Lactobacilles. Les effets du DON sur le passage transcellulaire que nous

observons pourraient étre du a une dégradation plus importante de la HRP au niveau du
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lysosome. En effet, en conditions physiologiques, seul 10% des antigenes empruntant cette
voie de transcytose sont retrouvés intacts dans la partie basale alors que 90% sont sous
forme dégradés. Cependant, cette hypothese demande des investigations supplémentaires
notamment pour mieux comprendre comment le DON pourrait activer la voie de
dégradation lysosomale. De plus, une analyse de la perméabilité transcellulaire de la HRP
dégradée pourrait permettre de mieux comprendre 'action de cette mycotoxine sur la
transcytose et le mode d’action des Lactobacilles.

Enfin cette étude suggere que I'effet protecteur de L. sobrius sur la barriere intestinale ne
dépend pas de sa capacité a lier les mycotoxines mais d’un effet propre sur la fonction de
barriére. En effet, I'effet protecteur est observé en contact directe avec le DON (explants
traités ex vivo) et en absence de DON (porcs traités in vivo). Ce résultat souligne I'importance
des bactéries commensales au sein du tractus gastro-intestinal dans la réponse aux
contaminants alimentaires. En effet, leur mécanisme d’action est encore mal connu mais
celles-ci peuvent intervenir dans divers mécanismes tels que la colonisation de l'intestin
prévenant de l'adhésion des bactéries pathogenes, dans la production de produits du
métabolisme (acides lactiques) ou d’antibiotiques naturels inhibant la croissance des
bactéries indésirables ou encore dans la stimulation des mécanismes de défenses améliorant
I'immunité de I’'h6te (Lessard, 2004).

Dans cette étude, nous montrons que L. sobrius peut influencer les réponses immunitaires
non seulement a travers la modulation de réponses immunitaires (voie IL-17 et Tregs) mais
également a travers le maintien de l'intégrité de la barriere intestinale (augmentation de la
R). Dans le cas d’'une pré-exposition au DON, cette étude montre la capacité de L. sobrius a
réduire I'induction de la voie inflammatoire IL-17 tout comme sa capacité a rétablir les
parametres impliqués dans les fonctions de la barriére intestinale (R et passage
transcellulaire). De par sa capacité a stimuler I'immunité et a renforcer les fonctions de
barriere au niveau intestinal, L. sobrius DSM 16698T semble étre un candidat potentiel pour
contrecarrer les effets négatifs de certaines mycotoxines, notamment du DON, chez le porc.
Cependant, d’autres d’études doivent étre conduites afin de mieux comprendre les
mécanismes mis en jeu par ces Lactobacilles et ainsi, permettre d’étendre leur action vis-a-

vis d’autres types de mycotoxines ou de contaminants alimentaires.
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Figure 1: Modulation de la réponse pro-inflammatoire par Lactobacillus sobrius sur un
modeéle ex vivo d’explants intestinaux pré-traités avec les mycotoxines DON ou T-2. Les
explants intestinaux de porc sont mis en culture en présence de 10 uM de DON ou de 3 nM
de toxine T-2 pendant 1h. A la suite de cette incubation, le milieu de culture est échangé par
du milieu de culture sans toxine puis les explants sont incubés pendant 3h en absence L.
sobrius (histogrammes blancs) ou en présence de 1x10° CFU/ml de L. sobrius (histogrammes
hachurés). L'expression des génes (IL-1alpha et beta, TNF-alpha et IL-8) a été analysée par
RT-gPCR. Les résultats sont normalisés par deux génes de ménage (Cyclophilin A and RPL32).
Les données représentent les valeurs moyennes +/- SEM obtenues a partir de six animaux
différents. Les valeurs d’expression des genes sont exprimées en fonction du groupe

contréle. Les astérisques indiquent les différences significatives * P < 0,05 et **P < 0,01.
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Figure 2: Modulation de la réponse Thl par Lactobacillus sobrius sur un modéle ex vivo
d’explants intestinaux pré-traités avec les mycotoxines DON ou T-2. Les explants
intestinaux de porc sont mis en culture en présence de 10 uM de DON ou de 3 nM de toxine
T-2 pendant 1h. A la suite de cette incubation, le milieu est éliminé et les cellules sont
incubées pendant 3h sans (histogrammes blancs) ou en présence de 1x10° CFU/ml de L.
sobrius (histogrammes hachurés). L’expression des génes (IFN-gamma et IL-12) est analysée
par RT-gPCR. Les résultats sont normalisés par deux génes de ménages (Cyclophilin A and
RPL32). Les données représentent les valeurs moyennes +/- SEM obtenues a partir de six
animaux différents. Les valeurs d’expression des genes sont exprimées de fagon relative au
groupe controdle. Les astérisques indiquent les différences significatives * P < 0,05 et **P <

0,01.
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Figure 3: Modulation des génes impliqués dans la différenciation et la production de la
voie inflammatoire IL-17 par Lactobacillus sobrius sur un modéle ex vivo d’explants
intestinaux pré-traités avec les mycotoxines DON ou T-2. Les explants intestinaux de porc
sont mis en culture en présence de 10 uM de DON ou de 3 nM de toxine T-2 pendant 1h. A la
suite de cette incubation, le milieu de culture est échangé par du milieu de culture sans
toxine puis les explants sont maintenus en culture pendant 3h en absence (histogrammes
blancs) ou en présence de 1x10° CFU/ml de L. sobrius (histogrammes hachurés). L’expression
des génes (IL-6, I1L-22, IL-17A, IL-23A et IL-22) a été analysée par RT-gPCR. Les résultats sont
normalisés par deux génes de ménages (Cyclophilin A and RPL32). Les données représentent
les valeurs moyennes +/- SEM obtenues a partir de six animaux différents. Les valeurs
d’expression des génes sont exprimées de facon relative au groupe contréle. Les astérisques

indiquent les différences significatives * P < 0,05 et **P < 0,01.
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Figure 4 : Modulation de la voie T régulatrice par Lactobacillus sobrius sur un modéle ex
vivo d’explants intestinaux pré-traités avec les mycotoxines DON ou T-2. Les explants
intestinaux de porc sont mis en culture en présence de 10 uM de DON ou de 3 nM de toxine
T-2 pendant 1h en absence de L. sobrius. A la suite de cette incubation, le milieu de culture
est échangé par du milieu de culture sans toxines puis les explants sont maintenus en culture
pendant 3h en absence (histogrammes blancs) ou en présence de 1x10° CFU/ml de L. sobrius
(histogrammes hachurés). Les cytokines TGF-beta et IL-10 ont été dosées par ELISA dans les
surnageants de culture (A). Les tissus sont conservés pour l'analyse transcriptomique des
genes (TGF-beta, RALDH et FoxP3 et IL-10) (B). L'expression des genes est analysée par RT-
gPCR. Les résultats sont normalisés par deux génes de ménages (Cyclophilin A and RPL32).
Les données représentent les valeurs moyennes +/- SEM obtenues a partir de six animaux
différents. Des PBMCs sont exposées a des concentrations croissantes de DON (0,1 et 1 uM)
ou de toxine T-2 (0,3 et 3 nM). Les cellules sont incubées aprés 48h en présence de DON ou
de toxine T-2 et en absence (histogrammes blancs) ou en présence de L. sobrius (1x10°
CFU/ml) (histogrammes hachurés). Le marquage CD4/CD8/CD25/FoxP3 a été analysé par
cytométrie en flux. Les graphiques représentent la moyenne +/- SEM provenant de culture
de PBMCs isolées a partir de deux porcs différents. Les différences significatives entre le
groupe controle et les groupes traités sont notées par des astérisques : **P < 0,01; *** P <

0,001.
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Figure 5: Modulation par Lactobacillus sobrius des différents génes exprimés par les
cellules IPEC-1 pré-traitées avec les mycotoxines DON ou T-2. (A) Expression des génes pro-
inflammatoires (B) Expression des génes de la réponse humorale ; (C) Expression des génes
impliqués dans la différenciation des Tregs et (D) Expression des génes des chémokines. Les
cellules de la lignée épithéliales intestinales de porc (IPEC-1) sont mises en culture en
présence soit de 10 uM de DON, soit de 3 nM de toxine T-2 et en absence (histogrammes
blancs) ou en présence de L. sobrius (1x10° CFU/ml) (histogrammes hachurés) comme décrit
précédemment dans le modele d’explants intestinaux. L’expression des genes est analysée
par RT-gPCR. Les résultats sont normalisés par deux génes de ménages (Cyclophilin A and
RPL32). Les données représentent les valeurs moyennes +/- SEM obtenues a partir de quatre
cultures indépendantes. Les valeurs d’expression des genes sont relatives au groupe
controle sans toxine (histogrammes blancs). Les astérisques indiquent les différences

significatives * P < 0,05 et **P <0,01.
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Figure 6 : Effet de Lactobacillus sobrius sur la résistance électrique trans-épithéliale (R) et
les flux para- et trans-cellulaires suite a une exposition ex vivo (A) ou in vivo (B) au DON.
Des tissus intestinaux sont placés en chambre d’Ussing afin d’évaluer la résistance électrique
(R) en fonction des différents traitements : contréles ; L.sobrius ; DON ; DON + L. sobrius a
différents temps. Les valeurs de R sont représentées a 30 et 180 min (A). Les tissus sont
incubés directement avec le DON (10 puM) en apical ex vivo dans les chambres
d’Ussing pendant 1h puis les bactéries sont ajoutées pendant 3h; (B) I'exposition des tissus
au DON est réalisée in vivo par gavage pendant 14 jours a une dose de 0,3 mg de DON/kg de
poids vif/j, les bactéries sont ajoutées des la mise en place des tissus dans les chambres
d’Ussing pendant 3h. A la fin de I'incubation, les milieux des compartiments muqueux et
séreux sont récupérés afin de déterminer le passage paracellulaire du FITC-dextran 4KDa et
le passage transcellulaire de la HRP intacte. L'ensemble des mesures a été réalisé sur des
tissus en duplicat (2 chambres/conditions). Les données représentent les valeurs moyennes
+/- SEM obtenues a partir de 4 porcelets. Les astérisques indiquent les différences

significatives * P < 0,05 et **P < 0,01.
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DISCUSSION & PERSPECTIVES

En tant qu’interface entre le milieu extérieur et les éléments qui composent le « soi »,
les muqgueuses sont les premieres cibles de contamination par des agents pathogenes ou des
xénobiotiques tels les pesticides, les polluants ou les mycotoxines. Des études antérieures
ont montré que les mycotoxines de la famille des trichothécenes perturbent Ia
fonctionnalité des muqueuses respiratoires et intestinales (Gerberick and Sorenson, 1983;
Oswald et al., 2005; Pinton et al., 2012a; Thurman et al., 1988). Ces muqueuses sont
composées de nombreux types cellulaires qui interviennent autant dans I'immunité innée
(monocyte/macrophage, polynucléaires, cellules dendritiques, cellules T innées ou encore
cellules épithéliales) que dans I'immunité acquise (lymphocytes T et B). Elles participent de
facon active au maintien de ’"homéostasie a I'encontre des diverses agressions auxquelles
elles doivent faire face. Largement décrits dans la littérature, les trichothécénes sont de
puissants immunomodulateurs connus pour agir a la fois sur les cellules immunitaires
(Bimczok et al., 2007; Hymery, 2006; Pestka and Zhou, 2006; Seeboth et al., 2012) et sur les
fonctions de barriére (Goossens et al., 2012; Pinton et al., 2011; Pinton et al., 2009). Tenant
compte de toutes ces données, nous avons entrepris d’évaluer l'effet de deux
trichothécenes, le DON et la toxine T-2 sur la différenciation, les fonctions ainsi que les
différents dialogues existant entre les acteurs immunitaires composant les muqueuses

respiratoires et intestinales.

A. La toxine T-2 favorise la susceptibilité aux maladies infectieuses au
niveau respiratoire en altérant les fonctions des cellules présentatrices de
I’antigene (CPAs)

Des agents pathogénes ou d’autres composés tels que les mycotoxines peuvent
contaminer l'organisme en franchissant la peau ou les muqueuses. Lors du passage de la
barriere épithéliale, différentes cellules de I'immunité présentes dans ces tissus, souvent
qualifiées de cellules résidentes, reconnaissent les signaux de dangers émis par ces
perturbations. Il s'agit des cellules dendritiques et des macrophages, cellules sentinelles de
I'organisme, des lymphocytes et des mastocytes ou d’autres cellules immunocompétentes
telles que les cellules épithéliales. En tant que CPA, les macrophages ont un réle central dans
les réponses immunitaires. Ainsi, suite a reconnaissance des motifs moléculaires

caractéristiques des pathogenes, les macrophages vont s’activer et produire des composés
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tels que les cytokines ou le NO permettant la destruction de la cellule infectée ou
« anormale » Ces cellules représentent donc un mécanisme de défense pour I'organisme,
contre les agressions environnementales notamment par les bactéries et les virus. La
présence concomitante de trichothécénes pourrait alors interférer dans les processus de
reconnaissance de ces agents pathogenes soit en modulant I'expression des récepteurs des
PRRs soit en altérant les fonctions des cellules capables d’effectuer cette reconnaissance. La
premiere partie de ce travail de doctorat a eu pour objectif d’évaluer I'effet de la toxine T-2
sur la capacité d’activation des macrophages alvéolaires porcins activés par les différents
agonistes des TLRs. Les résultats de ce travail montrent qu’une exposition a de faibles doses
de toxine T-2 (3 nM), comparable a la dose journaliere tolérable (Tolerable Daily Intake = 100
ng/kg de poids corporel/jour), diminue I'activation des macrophages alvéolaires porcins
suite a leur induction par différents motifs bactériens (lipopolysaccharide ou LPS,
peptidoglycanes et acides lipotéichoiques). Cette diminution de [I'activation des
macrophages affecte alors la synthése des composés doués d’action microbicide (radicaux
nitrogénés), de méme qu’elle limite la production de deux cytokines pro-inflammatoires (IL-
1B et TNF-a). Au vue de ces résultats, nous pouvons émettre I'hypothése qu’une telle
inhibition pourrait avoir des conséquences importantes au niveau de l'initiation des défenses
immunitaires en réponse a des contaminations bactériennes. Cette étude nous a donc
permis d’'une part de confirmer que la toxine T-2 cible les macrophages et d’autre part de
définir un nouveau mode d’action de la toxine T-2 permettant de mettre en évidence un
nouveau mécanisme d’action de cette molécule vis-a-vis de la susceptibilité aux infections

(Seeboth et al, 2012, Vet research) (figure 26).
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Figure 26 : Schéma général des résultats obtenus au cours de I'étude 1
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L'espece porcine est tres sensible aux mycotoxines et notamment aux trichothécenes.
Outre le risque de contamination par ingestion de I'aliment, le porc peut également inhaler
les mycotoxines lorsqu’elles sont présentes dans les poussieres d’aliments ou les aliments
eux-mémes. En effet, cette exposition aux mycotoxines peut se produire lors de I'inhalation
de spores, de fragment de mycélium ou d’hyphes, petites particules relarguées par des
colonies des moisissures ou poussieres d‘aliments contaminés. Les spores de moisissures
sont considérées comme un des transporteurs les plus importants des mycotoxines dans I'air.
La taille des spores de moisissures varie de 2 a 10 um selon les espéces (Eduard, 2009) mais
la majorité est inférieure a 5 um (Sorenson, 1999). Du fait de leur faible diameétre, ces
particules peuvent pénétrer dans les bronchioles et entrer dans la région alvéolaire pouvant
affecter les propriétés des cellules résidentes, notamment des macrophages alvéolaires et
favoriser ainsi le développement du champignon. Ainsi, un environnement contaminé par
des moisissures productrices de mycotoxines peut étre un facteur de risque pour les voies
respiratoires. Parmi ces environnements riches en spores de moisissures, la présence de
mycotoxines telle que la trypacidine et la tryptoquivaline a été décelée dans I'air d’une usine
de compostage de déchets pour une concentration en spores viables d’Aspergillus fumigatus
de 3,2x10" /m? d’air (Fischer et al., 1999; Fischer et al., 2000). De plus, une importante
teneur en mycotoxines a été également décelée dans les poussiéres de céréales dans 90% a
100% des échantillons testés (Halstensen et al., 2004; Krysinska-Traczyk et al., 2001; Nordby
et al., 2004). En effet, plusieurs études ont montré que ces poussiéres de denrées
alimentaires pouvaient contenir souvent plus de mycotoxines que les denrées alimentaires
elles-mémes (Gareis and Meussdoerffer, 2000; Krysinska-Traczyk et al., 2001; Krysinska-
Traczyk et al., 2007; Krysinska-Traczyk et al., 2003). Ainsi, I'’équipe de Krysinska-Traczyk
(2007) a détecté la présence de Fusarium spp. sur 5 types de grains différents (riz, blé,
avoine, orge et sarrasin) mais a aussi détectée la présence de mycotoxines, notamment du
DON, du nivalénol (NIV) et de I'Ochratoxine A (OTA) dans les poussiéres de céréales. Dans
cette étude, ces auteurs ont, par exemple, montré que le DON est présent dans 79,2% des
échantillons de grains et dans 100% des échantillons de poussieres de grains (Krysinska-
Traczyk et al., 2007).

En effet, en inhibant les actions protectrices immunitaires des macrophages

alvéolaires, les mycotoxines induisent chez I'individu un état immuno-déficient favorable a
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I'apparition d’infections opportunistes dans les élevages, ce qui amplifie leurs effets
déléteres sur santé animale. Chez la souris, Li et al. (2006) ont montré qu’une pré-exposition
a la toxine T-2 via une injection intra-péritonéale de 1,75 mg de toxine T-2 /Kg poids corporel,
correspondant a environ 1/3 de la DLsgselon Ueno, Y. (1984), suivi d’'une inoculation intra-
nasale de la souche Lang du réovirus respiratoire diminue la résistance de I’héte contre ce
virus responsable de bronchiolites (Li et al., 2006). D’autres études ont également porté sur
I'impact de l'ingestion de toxine T-2 sur la susceptibilité aux infections notamment
bactériennes telles que Listeria monocytogenes, Salmonella Typhimurium et Mycobacterium
bovis (Tai and Pestka, 1990; Ziprin and McMurray, 1988).

De nombreux agents pathogénes viraux sont la cause de maladies infectieuses
entrainant des pertes économiques importantes pour I'élevage porcin. Par exemple, le virus
responsable du syndrome dysgénésique et respiratoire porcin (SDRP) est responsable de 664
millions de dollars US de perte/an aux Etats-Unis, faisant d’elle 'une des maladies ayant
I'impact économique le plus élevé pour I'élevage porcin a I’heure actuelle (Holtkamp et al.,
2012). En France, la prévalence de cette infection est élevée atteignant 60% dans certaines
régions. Ce virus présente un tropisme particulier pour la sphére respiratoire, notamment
pour les macrophages issus des poumons et des tissus lymphoides (FAO, 2010). La souche
faiblement virulente de ce virus est celle principalement retrouvée dans les élevages,
entrainant ainsi une circulation du virus sans apparition de symptomes ou de mortalité
importante. L’altération de la réponse immunitaire suite a une exposition a la toxine T-2
pourrait permettre a cette souche faiblement virulente de s’étendre dans les élevages et de
sévir de facon plus drastique, augmentant alors la mortalité des porcs a travers notamment
une potentialisation de la susceptibilité de ces animaux aux infections secondaires. Ainsi, les
résultats obtenus au cours de cette premiere étude permettent d’ouvrir une nouvelle piste
d’étude concernant Iimplication des mycotoxines et plus particulierement des
trichothécenes dans la susceptibilité des animaux aux infections opportunistes.

De plus, ce travail de thése a également montré que la toxine T-2 peut perturber la
maturation des cellules dendritiques (DCs) du porc au niveau systémique (publication 3, en
préparation). Ces résultats sont en accord avec les données d’Hymery et al. (2006) utilisant
des cellules d’origine humaine (Hymery, 2006) témoignant ici d'une proximité

immunologique entre 'Homme et le porc. Ce défaut de maturation réduit la capacité de
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présentation des antigenes aux lymphocytes T naifs et diminue par ce biais la mise en place
des réponses effectrices contre les agents pathogenes.

Ainsi, de par ces atteintes fonctionnelles sur les CPA (notamment sur les
macrophages et DCs) la toxine T-2 induit une immunosuppression du systéme immunitaire
qui peut augmenter la susceptibilité de I'h6te a des maladies pulmonaires, telle que
I'asthme chez ’'Homme. En effet, chez les personnes souffrant d’asthme, les moisissures ou
poussieres contenant des éléments de moisissures peuvent aggraver les symptomes
asthmatiques et allergiques. Ainsi en perspective a ce travail de recherche, il serait
intéressant d’évaluer I'effet de ces mycotoxines et notamment de la toxine T-2 sur les
prédispositions a I'asthme. Dans ce but, nous pourrions envisager |'utilisation des modeles
rongeurs (rats Sprague-Dawley (asthmatiques par injection intra-péritonéal d’un antigéne
tel que I'ovalbumine (Han et al., 2013; Tan et al., 2013)). De méme, qu’il serait également
pertinent d’évaluer l'impact d’une exposition mycotoxique sur l'augmentation de la
prévalence des phénomeénes d’allergies qu’ils soient respiratoires ou méme alimentaires en
utilisant des souris BALB/c sensibilisées a des allergénes alimentaires (par exemple apres
administration intra-péritonéale de gliadines déamidées) (Gourbeyre et al., 2013; Han et al.,
2013). L’évaluation des symptomes et de certains critéres associées a ces pathologies tels
gie les niveaux d’Igk, d’lgG1, d’IL-4 ou encore d’'IL-17 permettrait alors d’établir un lien
potentiel direct entre mycotoxines et recrudescence des maladies allergiques. Ce lien entre
trichothécenes et allergies est d’autant plus pertinent que la suite de ce travail de doctorat a
montré qu’une exposition intestinale aux trichothécénes (DON et toxine T-2) induit
principalement les voies de production de I'lL-17 (étude 2), cytokine augmentée dans les cas

d’allergie.

B. Les trichothécénes induisent une pro-inflammation associée une
induction de I'lL-17 au niveau intestinal

De fagon comparable a la muqueuse pulmonaire, la muqueuse intestinale est une cible
des trichothécenes. Ces mycotoxines sont des contaminants naturels des denrées
alimentaires, notamment des céréales (blé, orge, mais, seigle). Elles se retrouvent donc en

contact direct avec la barriére intestinale apres ingestion. Considérant qu’une grande partie
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de la production céréaliere est destinée aux animaux d’élevage, dont le porc, les
mycotoxines sont donc au cceur des problématiques de santé animale et entrainent des
pertes économiques considérables estimées entre 630 millions et 2,5 milliards de dollars
annuellement aux Etats-Unis (Wu, 2004). En effet, de par son alimentation riche en céréales,
le porc est naturellement exposé a la contamination mycotoxique. De plus, le porc est une
des especes la plus sensible a la plupart des mycotoxines. C’'est pourquoi les concentrations
maximales réglementaires en mycotoxines fixées par la commission Européenne sont plus
faibles pour I'espece porcine que pour les autres especes (volailles, ruminants). Cette
sensibilité plus accrue des porcs vis-a-vis des mycotoxines, peut étre associée a I'absence de
rumen qui joue un réle important dans la détoxification des toxines.

La seconde partie de ce travail de doctorat a porté sur I'étude des effets du DON et
de la toxine T-2 sur I'homéostasie immunitaire intestinale. L'impact de ces deux
trichothécenes a été évalué sur différentes cibles immunitaires, d’'une part sur les cellules de
la barriére intestinale (IEC) et d’autre part au sein de la lamina propria. Dans ce but,
différents modeles ont été utilisé, soit in vivo par exposition de la muqueuse intestinale en
utilisant la technique des anses intestinales, soit ex vivo par exposition des toxines sur un
modele d’explant de jéjunum, ou encore in vitro par utilisation de cellules épithéliales en
culture, de cellules dendritiques dérivées des monocytes ou de PBMCs stimulées par des
mitogenes. En raison du colt des mycotoxines purifiées, du maintien des animaux pendant
de longues périodes d’exposition chronique et de la nécessité des réplicas biologiques, les
expériences d’ingestion des mycotoxines in vivo bien que plus réalistes sont difficilement
envisageables. Ainsi, I'ensemble de ces approches in vivo, ex vivo et in vitro au cours de ce
travail respectant alors les regles éthique vis-a-vis de I'expérimentation animale basée sur
les 3 R. De plus, ces modeles ont permis de disséquer le mécanisme d’action de ces
trichothécenes sur certaines sous-populations cellulaires présentes au sein de la lamina
propria, d’en comprendre leur modulation et leur réle dans la mise en place d’une
homéostasie immunitaire.

Lors d’'une premiere étude descriptive, ces recherches ont montré qu’une exposition a
de faibles concentrations de DON provoque une réponse pro-inflammatoire aussi bien par
des cellules épithéliales intestinales (IPEC-1) que par des explants intestinaux (Seeboth et al,

2013, PlosOne). Cette mycotoxine induit également I'expression des cytokines impliquées
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dans la voie IL-17 avec suppression de la voie Tregs. Dans une étude complémentaire, nous
avons cherché a comparer lI'effet du DON avec celui provoqué par une mycotoxine
appartenant a la méme famille des trichothécénes, la toxine T-2 (publication 3, en
préparation). Cette étude a confirmé les résultats obtenus précédemment en présence
d’une exposition au DON et montre que la toxine T-2 induit elle aussi une réponse pro-
inflammatoire ainsi qu’une orientation vers le profil inflammatoire IL-17. Des études plus
mécanistiques ont déterminer que 'augmentation d’IL-17 synthétisée en réponse au DON et
a la toxine T-2 est produite de fagon majoritaire par les cellules Ty6 et partiellement par les
Th17 décrites chez le porc (Stepanova et al., 2012). Cependant, d’autres types cellulaires
sont capables de produire cette cytokine telle que les ILC17 ou les cellules NKT. Ces
derniéres, comme les cellules T CD4" productrices d’IL-21, ont également été décrites
comme une source d’IL-21 (Liu et al., 2013b). Ainsi, bien que le DON et la toxine T-2
induisent la sécrétion d’IL-17 via les cellules Tyd, d’autres cibles cellulaires peuvent étre
affectés préférentiellement par I'une ou I'autre de ces toxines. Ainsi, 'induction du gene IL-
21, initiée tres précocement en présence de toxine T-2 a I'inverse du DON, laisse suggérer
que le DON ciblerait davantage les cellules Tyd tandis que la toxine T-2 ciblerait davantage
les cellules productrices d’IL-21. Au niveau intestinal, I'’ensemble des données que nous
obtenu ont permis de conclure qu’en réponse a une exposition au DON et a la toxine T-2, le
systeme immunitaire met en place une réponse hautement inflammatoire de type IL-17

associée a une diminution de I'ensemble des sous-populations de cellules T regs (figure 27).
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Figure 27 : Schéma général des résultats obtenus au cours de I'étude 2



DISCUSSION & PERSPECTIVES

Les IECs, partenaires du dialogue immunitaire et premier élément de barriere face a
I'intrusion des agents pathogenes et des mycotoxines, jouent un rdle important dans la
modulation et l'initiation des réponses immunitaires. Ces travaux de recherche ont montré
que le DON comme la toxine T-2 pouvaient moduler de fagon différentielle les niveaux
d’expression des chémokines et/ou des cytokines pro-inflammatoires produites par ces IECs
intervenant ainsi de fagon indirecte dans l'orientation des réponses immunitaires
inflammatoires et dans le recrutement des cellules immunitaires au sein de la lamina propria.
Au vue des nouvelles données acquises au cours de ce travail, il serait désormais intéressant
de préciser quel est le réle des IECs dans les échanges cellulaires mis en jeu au cours des
réponses immunitaires lors d’'une exposition mycotoxique. Pour cela, des expériences de co-
cultures d’IECs et de diverses cellules immunitaires (cellules T naifs, DCs ou macrophages)
pourraient étre envisagées visant a établir des liens précis entre ces différents types
cellulaires.

L'inflammation intestinale générée par [I'exposition aux trichothécenes mais
également les effets en termes d'immunomodulation pourrait étre un facteur déclenchant la
prédisposition des animaux aux infections au niveau de l'intestin. En effet, le porc est
également sujet a de nombreuses infections intestinales d’origine bactérienne telles
qu’Escherichia coli pathogénes (K88, 078:K80, 0141:K85, 09, autres) (Marie et al., 2001) et
Salmonella enterica subsp enterica pathogeénes dont la séroprévalence a été estimée a 46%
(échantillonnages effectués sur de 113 élevages en 200 (Lemistre, 2002). Les Escherichia coli
enterotoxiques pathogénes sont des bactéries possédant des adhésines fimbriaires qui
permettent leur adhésion a des récepteurs spécifiques sur les cellules épithéliales de
Iintestin au niveau du jéjunum et/ou de I'iléon. Cette bactérie produit des entérotoxines qui
provoquent des diarrhées entrainant une déshydratation, une diminution du gain de poids,
et/ou la mort de I'animal. Il en est de méme pour les bactéries pathogénes Salmonella
enterica subsp enterica. L'incidence de ces infections a des conséquences importantes en
élevage porcin. En effet, ces diarrhées provoquent souvent un ralentissement de la
croissance lors de la période du sevrage, entrainant un sévere impact sur le taux de
mortalité et donc de fagon globale une diminution de rendement de la production porcine
(FAO, 2010). La présence des trichothécénes dans les élevages (alimentation, poussiéres

d’aliments) pourrait potentialiser les susceptibilités a ces infections intestinales.
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Le porc présente des caractéristiques trés proches de celles de 'Homme notamment
concernant les systémes digestif et immunitaire. De plus, du fait de ces similitudes (taille et
caractéristiques physiologiques des organes) avec I'Homme, le porc offre de nombreux
avantages en tant que modele animal dans I'étude des xénotransplantations, des maladies
pulmonaires et cardiovasculaires, du systéme reproductif, des fonctions métaboliques, des
désordres digestifs ou encore des pathologies immunologiques (Guilloteau et al., 2010;
Miller and Ullrey, 1987; Rothkotter et al., 2002).

Etant proche immunologiquement de I'Homme, les réponses inflammatoires
observées au niveau intestinal chez le porc peuvent étre extrapolées a I’homme. L’ingestion
de DON et de T-2 pourrait faire partie des facteurs environnementaux capables de
déclencher les IBD ou étre responsable de leur persistance (Maresca and Fantini, 2010). Les
principales IBD sont la maladie de Crohn et la colite ulcérative. Les principaux symptémes de
ces maladies sont similaires : des douleurs abdominales et des crampes intestinales. Des
diarrhées sanguinolentes, une perte de poids, de la fiévre et de 'anémie peuvent également
survenir. Ces maladies atteignent aujourd’hui prés de 2% de la population des pays
industrialisés, soit des millions de personnes, sans réelle solution thérapeutique a leur
fournir pour soulager leur douleur. Divers éléments tels que les agents pathogénes ou les
mycotoxines pourraient générer une perturbation de I'équilibre immunitaire de personnes
prédisposées génétiquement aux IBD, entrainant I'apparition de la maladie. L’axe IL-17/IL-23
est généralement associé a la prévalence des IBD. En effet, les patients souffrants d’IBD
présentent une augmentation des transcrits d’ARNm d’IL-17 et une accumulation
intracellulaire de la protéine IL-17 au niveau de la muqueuse intestinale (Fujino et al., 2003).
Différentes études ont montré que la génération des IBD peut également venir d’'un défaut
en cellules T régulatrices (Brimnes et al., 2005; Taams et al., 2006). A travers I'induction des
voies productrices d’IL-17 et/ou la diminution de la réponse Treg, les mycotoxines
pourraient étre a |'origine de la chronicité ou de la persistance de I'inflammation observée

dans la maladie de Crohn ou la colite ulcérative.

Possibles apports des effets protecteurs des bactéries commensales : Lactobacillus sobrius
DSM 16698T Compte tenu des préjudices économiques majeurs et sanitaires imputés a

I'occurrence des trichothécenes, de nombreuses stratégies sont aujourd’hui développées
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pour lutter contre leur présence et/ou les effets toxiques qu’ils générent. Parmi elles, les
microorganismes telles que les bactéries commensales, utilisées comme probiotiques font
partie des voies de recherches actuelles pour lutter contre les maladies inflammatoires de
I'intestin telles que les IBD. Aujourd’hui, le mécanisme des probiotiques est encore mal
compris. Différentes hypothéses se dessinent cependant telles que 1/ la suppression ou
I’élimination des bactéries entéropathogenes; 2/ I'inhibition de I'activité métabolique des
bactéries pathogenes et 3/ la stimulation des mécanismes de défenses non spécifiques et
immunitaires de I'héte.

Chez le porcelet, la fréquence des diarrhées aprés le stress du sevrage posent des
problemes majeurs. Ainsi, la réduction de I'incidence des diarrhées par les probiotiques a été

largement étudiée (tableau 10).

Probiotiques Age Incidence

(jours) de diarrhée
Bacillus cereus 28-56 Diminuée
Bacillus cereus 24-66 Sans effet
Enterococcus faecium 1-70 Diminuée
Lactobacillus fermentum 1-63 Diminuée

Mélange de lactobacilles
(L. gasseri, L. reuter,

L. acidophilus et L. fermentum) 28-42 Diminuée
Pediococcus acidilactici 5-28 Diminuée
1-56 Sans effet
Saccharomyces cerevisiae 5-28 Diminuée
1-56 Sans effet

Tableau 10 : Influence des probiotiques sur I'incidence de diarrhée chez le porcelet (comparaisons entre

le groupe témoin et le groupe probiotique

Au cours de ces travaux de thése, nous nous sommes intéressés aux effets de la
souche Lactobacillus sobrius DSM 16698T sur la réduction des effets inflammatoires et le
défaut de perméabilité de la barriére intestinale initiés par les trichothécenes (publication en
préparation). Peu d’études ont été menées sur les actions potentiellement bénéfiques de
cette souche bactérienne au niveau intestinal. Cette souche de Lactobacillus induit
cependant un effet protecteur vis-a-vis de bactéries pathogénes enterotoxigenic Escherischia

coli (ETEC) a travers l'induction des protéines des jonctions serrées (ZO-1, occludines) sur des
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IECs permettant également un renforcement de la barriere intestinale et I'induction de
cytokines anti-inflammatoires telles que I'lL-10 (Roselli et al., 2007).

Les résultats de cette étude ont permis de déterminer que L. sobrius DSM 16698T ne
semble pas avoir d’effet protecteur vis-a-vis d’une exposition a la toxine T-2. Cependant, lors
d’une pré-exposition au DON, elle a la capacité de diminuer I'inflammation de type IL-17
ainsi que la perméabilisation de la barriere intestinale provoquée par cette toxine. Deux
hypothéses sont possibles pour expliquer cette dichotomie de réponses entre DON et toxine
T-2 : 1/ la réponse immunitaire inflammatoire initiée en présence de toxine T-2 est trop
élevée pour que la bactérie puisse avoir un effet protecteur ou 2/ les cibles immunitaires de
la toxine T-2 sont différentes de celle du DON. Il est en effet envisageable que ce
Lactobacillus agit spécifiquement sur la population Tyd induite préférentiellement par une

exposition au DON et moins a la toxine T-2 (figure 28).
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Figure 28: Schéma général des résultats obtenus au cours de I'étude 3
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La balance IL-17/Tregs repose sur une délicate interaction entre tous les partenaires
de lintestin y compris les bactéries commensales. A I’heure actuelle, nous ne connaissons
pas exactement quels sont les effets de ces bactéries commensales constituant le microbiote
sur I'état inflammatoire de I'intestin et notamment sur I’équilibre de cette balance. Au cours
de cette étude, nous avons observé a I'aide d’un modele in vitro de cellules épithéliales
intestinales (IPEC-1) que cette bactérie provoque une immunomodulation induisant de fagon
concomitante les voies inflammatoires (IL-8, IL-1, TNF-a) et régulatrices (TGF-B). De plus, de
fagon intéressante, nous avons également mis en évidence une action spécifique de cette
bactérie commensale sur les voies de production de I'IL-17. Ces résultats pourraient alors
nous permettre de mieux comprendre quel est le mécanisme d’action de ces bactéries
tendant a limiter les voies de production de I'lL-17 et ainsi pourrait étre le point de départ de
nouveaux axes de recherches dans le développement de traitement vis-a-vis des maladies
inflammatoires liées a la production d’IL-17 dont les IBD font partie. De plus, L. sobrius, ayant
également été retrouvée au niveau du tractus intestinal chez I’'Homme (Konstantinov et al.,
2006), nous pourrions envisager d’améliorer I’état inflammatoire des patients atteints par
des IBD en favorisant la croissance de cette bactérie au niveau intestinal . Aujourd’hui, de
tres nombreux candidats de Lactobacilles sont testés en se basant sur leur activité a induire
des propriétés immuno-modulatrices. Ainsi récemment, Kechaou et ses collégues (2013) ont
identifié un nouveau candidat : Lactobacillus plantarum CNRZ1997 capable d’initier une
activité immunomodulatrice et notamment d’une activité pro-inflammatoire induisant la
production de TNF-a et d’'IL-8 sur deux modeles cellulaires différents (cellules HT-29 et
PBMC). Dans cette méme étude, cette bactérie s’est révélée active contre une infection par
le virus de la grippe, réduisant en 14 jours la charge virale chez la souris. Cependant, bien
gue l'action de cette bactérie probiotique ait été mise en évidence face a une infection virale,
ces mécanismes d’action ne sont pas élucidés. Néanmoins, quelques hypotheses peuvent
étre avancées. En effet, une autre étude a montré que les propriétés protectrices de L.
plantarum contre le virus de la grippe sont dépendantes du récepteur TLR2 lequel reconnait
le peptidoglycane et les acides lipotéichoiques des bactéries Gram+ (Kawashima et al., 2011).
Ainsi, les Lactobacilles et notamment L. sobrius pourraient a travers |I'expression de ces deux

composés stimuler une réponse pro-inflammatoire bénéfique au niveau intestinal tout en
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favorisant la réduction de la mise en place de la voie IL-17 générée par I'exposition aux
trichothécenes contribuant au maintien de ’homéostasie inflammatoire intestinale.

Les résultats de cette derniere étude laissent un large champ d’étude sur les
propriétés de L. sobrius DSM 16698T. En effet, outre la compréhension des mécanismes
d’action de cette souche vis-a-vis de ces propriétés immunomodulatrices inflammatoires,
celle-ci pourrait faire I'objet d’études plus poussées visant a en faire un probiotique dans les
élevages, effet pouvant étre testé pour une utrilisation en santé humaine. Cependant,
d’autres études complémentaires doivent étre réalisées. Ainsi, nous pourrions envisager une
étude in vivo dans laquelle L. sobrius serait employée dans le but d’améliorer I'état
inflammatoire de modeles animaux prédisposés aux maladies inflammatoires type maladie

de Crohn ou colites ulcératives.
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