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de la barriere.. J'ai des frissons des que j’entends le mot « barriere » maintenant.. Pendant la loooooongue
période de travaux, on était toujours en train de se dire « Tu passes par ot toi ? » « Ah oui par Port Royal » «
Mais c’est fermé ¢a, non ? C’est quelle rue ? » « Attends on va regarder sur Google maps », et c’est ainsi qu’on
passait notre temps a chercher le chemin avec le moins de bouchons.. Méme si on entend ton rire a I’ autre bout
de la planéte, ne changes pas! Je serais toujours admirative de ton énergie et de ton humour, j’ai vraiment
passé de bons moments a rire! Et puis le combo « réflexe vomitif » et « bruit du sopalin qui vole » était quand
méme tres drole! En tous cas, je te souhaite bon courage pour tous tes ELISA, je compte sur toi pour casser
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« mais ¢a paaaaaasse tranquille » alors que non. Merci d’avoir organisé nos sorties laboratoire, ca m’a permis
de passer des bons moments avec toutes les personnes du labo. Enfin, grdce a tes talents culinaires, j’ aurais
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ce joli petit carton que tu m’as construit pour transporter mes géloses. D’ailleurs, j’ai I’honneur de t’annoncer
que je te le legue, je sais que tu en feras bon usage. Une fois partie, je ne pourrais plus inquiéter tout le monde a
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Fred, mon binéme de karma de merde, je continue quand méme de penser que le tien est pire que le mien!
Finalement, on est revenu indemne de New York, et pourtant, c’était pas gagné! Je te remercie énormément
pour ta bonne humeur, tes conseils, ton rire, ta tendresse et ton oreille attentive. Tu m’as beaucoup aidé dans
les moments difficiles et beaucoup fait rire. Merci pour tes blagues qui sont si mignonnes, ¢a va me manquer.
Merci de m’avoir soutenue, aidé et surtout d’avoir cru en moi pour MT180. J aurais bien aimé que tu te dé-
guises en bactérie quand méme, j’aurais peut-étre gagné.. Concernant la journée de l’unité au Parc Animalier
d’Auvergne, merci d’avoir négocié ma potentielle mort avec une bouteille de vin offerte (j’espére que tout le

monde a apprécié ce vin!). Merci pour I’organisation de ces journées, qui sont des moments incroyablement



dréles et qui permettent de mieux nous connaitre! J'espére que tu vas enfin arréter de monopoliser la radio de

mon labo avec Johnny et Sardou, et d’apprendre que les autres peuvent aussi écouter d’autres chansons!

Merci aux étudiantes du N3, Flavie, Fanny, Leslie, Coline, Méline et Léa (méme si tu n’es pas du N3)!
Flavie, également surnommée Squirrel, et Fanny, vous n’en étes qu’a la moitié, et je sais que vous ménerez d
bien votre these sans probleme! Merci pour les repas le midi a discuter de tout et de rien, et a rire! J'ai pu vous
découvrir un peu plus a New York et j’en suis ravie. J'ai passé un trés bon séjour a vos cotés. Leslie, on n’a
pas eu l’occasion de travailler ensemble, mais merci pour tes conseils sur l’itinéraire le plus rapide a prendre
pour rentrer a la Pradelle. Merci pour tes blagues, dont une ou je ne m’en remettrais jamais « vous allez devoir
résoudre des contrepeteries » et toi qui répond « mais pourquoi elle parle de boite de Pétri ? » (j espére que tu
sauras de quoi je parle). Bon courage pour la suite de ta these! Coline, un membre de la team Hang. Je n’ai
Jjamais réussi a avoir LC3 en Western Blot, donc bravo (je suis peut-étre un peu jalouse, j’avoue)! Merci pour
tes histoires et ta spontanéité. Je te souhaite plein de courage pour la suite de ta thése. Méline, ta thése ne fait
que commencer mais tu connais déja bien ton sujet et le labo, donc je ne me fais aucun souci pour toi. Léa, tu
ne fais pas partie des étudiantes du N3, mais je suis tout de méme contente d’avoir fait ta connaissance et je te

remercie pour ta bonne humeur et ton écoute. Merci pour les moments qu’on a passé ensemble.

Alex, merci pour toutes tes histoires, parfois les unes plus tordues que les autres et merci pour tes ex-
pressions et ta facon de parler qui me font beaucoup rire. Merci pour tes compliments, pour ton travail sur les
commandes et pour ton aide importante pendant les sacrifices (méme si tu n’aimes pas ¢a). Je tiens a préciser
que de mon coté, je ne t’ai sollicité qu’une fois! Malgré tout ce que tu peux entendre, n’oublies pas que tu
es une femme géniale et pleine d’énergie. Ne changes pas pour les autres. Des bisous a Alice et merci pour
ta petite montre lors du Pére Noél secret. Sandra, je tiens a te remercier pour ta bonne humeur constante et
nos discussions a I’animalerie, méme si souvent ce n’était pas a moi de venir t’aider. .. Je te souhaite plein de
courage et de bonnes choses pour la suite, au travail et dans ta vie personnelle. Vivi, je crois que la seule image
que je garderai de toi est celle d’une personne qui court partout pour étre sur tous les fronts en méme temps!
Merci pour ton organisation dans les cellules a I’azote et j’espére que mon tri aura libéré de la place pour les
autres et surtout pour la team Hang. Des bisous a Zoé, la mini toi! Angéline et Hanh, deux autres membres
de la team Hang. Je vous remercie sincérement pour vos conseils et pour votre aide. Je vous souhaite plein de

belles choses pour le futur!

Guillaume, merci pour tes conseils et de m’avoir fourni les plasmides avec NDP52 a mon arrivée en
these. Julien, nous n’avons pas travaillé ensemble mais merci pour tes escape game, j’admire sincérement ton
imagination pour faire ¢ca! Laurent, merci pour tes blagues et tes expressions de « jeunes » sorties de nulle
part comme « t’as pécho ? ». Je serais toujours admirative de savoir que tu viens a vélo depuis Gerzat tous les
jours (méme si c’est un peu de la triche parce que c’est un vélo électrique)! J’espere qu’un jour tu arréteras

enfin de faire couler le café a coté de la machine a café. .. Gwen et Florian, on ne s’est pas beaucoup cotoyé,



mais assez pour passer de bons moments ensemble et rire. Je vous souhaite plein de bonnes choses pour la
suite. Devon, je te remercie pour tes conseils en tout genre, pour les WB et pour I’écriture de la these. J admire
ta détermination et ta passion pour ton sujet et j'espere que bientdt tu auras le concours et le poste que tu
souhaites depuis tant d’années ! Aurélien, merci pour tes analyses qui nous ont permis d’avancer un peu sur le

Tn-Seq. Pedro, nous n’avons pas beaucoup travaillé ensemble, mais merci pour ton aide technique!

Magalie, merci pour ton incroyable efficacité! Aussitot dit, aussitot fait! Merci pour les commandes, les
ordres de mission, les remboursements, les contrats, les fournitures et tout autre chose! Sans ton efficacité, on
serait bien embété pour maniper. Enfin, je suis désolée qu’a cause de mon karma de merde, tu sois maintenant
obligée de faire un ordre de mission pour les journées de I’unité ! Patricia & Séverine (ou Sandrine), un énorme
merci, sans votre travail, le labo ne pourrait pas tourner aussi bien! Merci pour votre disponibilité des qu’on
a besoin de quelque chose et merci pour votre aide. Pat, merci pour ton soutien et ton aide. On a appris a se
connaitre a travers mes bouteilles de milieu LB « c’est qui ADS ? » « Bhe, c’est moi », comme si c’était évident
pour tout le monde! Mais finalement, tu t’es habituée et c’est devenu ma petite signature! J'espere que je ne

serais pas remplacée par une autre « ADS » (normalement non, car je suis unique)!

Mathilde, Delphine, Anthony et Elisabeth, merci pour vos conseils et votre aide. Mathilde, merci pour
ton oreille attentive et tes conseils, aussi bien pour mes perspectives d’avenir que pour ma santé mentale!
Anthony, merci de m’avoir rassurée pour mon 1°" vol long-courrier! Je riais, mais finalement j’ aurais peut-
étre dii faire comme toi pour éviter que mes pieds ne triplent de volume en arrivant a Clermont! Elisabeth, je
te remercie tout particulierement pour ton expertise en cytométrie en flux et les bons moments passés a New
York! Jérémy, merci de m’avoir proposé de donner des cours a U'IUT. Méme si au départ ce n’était pas trés
bien parti, je suis tout de méme contente d’avoir pu les faire et d’avoir pu affronter ma peur et ma timidité
devant les étudiants. J’espére que mes diapos pour le TP antibiotique seront bien utilisées! Un énorme merci
pour ton aide pour I’analyse du Tn-Seq, méme si tout cela reste encore flou dans nos tétes car I’analyse est
quelque peu... compliquée. Enfin, il n’y a qu’a la derniere journée de 'unité que j’ai pu m’apercevoir de tes
talents incroyables au blind test et pour mimer Nicki Minaj! On était arrivé 2°™¢, c’est pas si mal! Lucie, je te

remercie pour tes encouragements et tes petits conseils pour les TP.

Valérie, merci de m’avoir donné I’opportunité de participer aux Nuées Ardentes, c’était une super expé-
rience et j’en garde un trés bon souvenir malgré les orages qui nous ont obligés a fuir! Adeline (également
surnommée « Angélina » aux USA) et Caroline, merci pour votre disponibilité, votre gentillesse et votre aide.
Finalement, il aura fallu attendre ma 3°™ année de thése pour que je puisse vous connaitre un peu plus & New

York. Je suis ravie d’avoir pu partager ce séjour avec vous, c’était incroyable!

Enfin, je voudrais souhaiter la bienvenue au laboratoire a Charlotte, Cyril et Zoé. J’espére que vous

passerez d’aussi bons moments que ceux que j’ai pu passer (vous verrez, on'y mange beaucoup trop)!



Aux anciens du M2iSH,

Méme si vous avez quitté le laboratoire, vous n’avez pas quitté mon ceeur et c’est aussi grdce a vous que
mes trois ans de thése se sont bien passés. Elia, merci pour tes expressions un peu beaufs, je pouvais rire a
chaque fois que tu en disais une! Je te souhaite plein de bonnes choses et plein de réussite pour tes futurs
projets. Je suis ravie d’avoir fait ta connaissance et je suis contente d’avoir partagé plein de moments avec toi!
Maxime, « on le surnomme Yvette », quel clown que tu es, souvent tu nous empéchais de travailler mais tu me
faisais aussi beaucoup rire avec tes dessins farfelus comme « Bigflo et Coli », et tes imitations de voix. Un jour
tu perceras sur Tik Tok (si ce n’est pas déja fait)! Ingrid, ma crossfiteuse, je suis décue qu’on ne soit jamais
venus te voir a une compétition et je suis décue aussi que travaillant si proche du M2iSH, tu ne passes pas plus
souvent nous voir mais, je t’apprécie quand méme beaucoup <3 Merci pour tous les moments passés ensemble.
J’espeére qu’on aura I’occasion de retourner ensemble a la créperie 19 13! Mélissa, mon ancienne voisine de
paillasse, un énorme merci pour ton aide, ta bienveillance, ta disponibilité, ta gentillesse et tes conseils tout au
long de la these et pour tout ton soutien quand j’étais au plus bas. .. J espeére ne pas t’avoir trop embétée avec
toutes mes questions d’organisation. Je n’ai pleuré que deux fois pendant I’écriture, ca va! Je te souhaite plein
de bonnes choses pour ton avenir et plein de réussite! Elisa, Hannah et Mathilde, merci pour votre bonne

humeur au labo. Je vous souhaite plein de belles choses!
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Résumé

La maladie de Crohn (MC) est une maladie inflammatoire chronique de I’intestin, dont 1’étiologie est mul-
tifactorielle. Elle résulte de 1’interaction complexe entre des prédispositions génétiques, des facteurs environ-
nementaux et des altérations de la composition du microbiote intestinal, induisant une dérégulation du systéme
immunitaire intestinal. A ce jour, la MC est incurable, seuls des traitements visant a soulager les symptomes et
a prévenir les récidives et complications sont disponibles. Chez les patients atteints de la MC, une augmentation
de la prévalence de souches particulieres d’ Escherichia coli, appelées les AIEC (adherent-invasive E. coli), a été
rapportée. Les AIEC sont des pathobiontes capables d’adhérer et d’envahir les cellules épithéliales intestinales
ainsi que de se répliquer en macrophages sans induire la mort cellulaire, entrainant une réponse immunitaire
dérégulée. Par ailleurs, des études ont montré que plusieurs polymorphismes dans les genes de I’autophagie
(ATGI6LI1, IRGM, ULK], etc.) sont associés a un risque augmenté de développer la MC. L’ autophagie est
un processus essentiel au maintien de I’homéostasie cellulaire permettant la dégradation et le recyclage de
composants cytoplasmiques et de pathogeénes via le lysosome. Toutefois, certains pathogénes intracellulaires
développent diverses stratégies pour échapper a la dégradation par I’autophagie. Dans ce contexte, I’objectif
de mes travaux de these était d’identifier les récepteurs autophagiques responsables de la reconnaissance des

AIEC, ainsi que les génes nécessaires aux AIEC pour échapper a I’autophagie.

Le 1°" axe de mes travaux de thése a montré que la déficience de p62 ou NDP52 dans les cellules HelLa
entraine une augmentation de la réplication intracellulaire de la souche de référence AIEC LF82 et de la pro-
duction de cytokines pro-inflammatoires. L’analyse par microscopie confocale a révélé la colocalisation de p62
ou NDP52 avec la bactérie AIEC LF82 et la protéine LC3, un marqueur de 1’autophagie. Ainsi, nos résultats
suggerent que p62 et NDPS2 agiraient comme des récepteurs autophagiques pour contrdler la réplication in-
tracellulaire des AIEC. De plus, nous avons étudié I’impact d’un polymorphisme du géne NDP52 associé a

pValz48Ala gur 1e contrdle des AIEC. Aucune

une susceptibilité augmentée de développer la MC, appelé NDP5
différence n’a été observée dans le nombre de bactéries AIEC LF82 intracellulaires entre les cellules HelLa
exprimant le variant a risque NDP52"#24841a et celles exprimant I’alléle sauvage, suggérant un autre role de ce

variant, probablement dans le controle de I’inflammation.

Le 2°™ axe de mes travaux de thése s’est concentré sur I’identification de génes nécessaires aux AIEC pour
échapper au contrdle par 1’autophagie en utilisant la technique Transposon Sequencing (Tn-Seq). Bricvement,
une banque de mutants de la souche AIEC LF82 a été créée de maniere « saturée », ¢’est-a-dire que chacun des
genes du génome bactérien a été interrompu par au moins un transposon, conduisant a son invalidation. Cette
banque de mutants a été utilisée pour infecter des cellules HeLa contrdles et déficientes pour 1’autophagie.
A 24h post-infection, I’ADN des mutants a été extrait et les sites d’insertion du transposon déterminés par
séquencage ont permis d’identifier 68 genes différentiellement représentés entre nos deux conditions. Les génes
sur-représentés dans les cellules HeLa déficientes pour 1’autophagie par rapport aux cellules controles, sont
les génes potentiellement nécessaires aux AIEC pour échapper a 1’autophagie. Ainsi, cette étude permettrait

d’identifier de nouvelles cibles pour limiter la virulence des AIEC.

En conclusion, ces travaux contribuent a la compréhension des divers aspects de 1’interaction entre les
cellules hotes et les bactéries AIEC associées a la MC et permettront, a I’avenir, de mieux caractériser la

pathogenese de cette maladie.

Mots clés : Maladie de Crohn, adherent-invasive E. coli, autophagie, récepteurs autophagiques, Tn-Seq.



Abstract

Crohn’s disease (CD) is a chronic inflammatory bowel disease, of which the etiology is multifactorial. It
results from the complex interaction between genetic predispositions, environmental factors and alterations in
the intestinal microbiota composition, inducing a deregulation of the intestinal immune system. To date, CD
is incurable, only treatments aimed at alleviating symptoms and preventing recurrences and complications are
available. In CD patients, an increase in the prevalence of particular strains of Escherichia coli, called AIEC
(adherent-invasive E. coli) strains, has been reported. AIEC are the pathobionts able to adhere to and to invade
intestinal epithelial cells as well as replicate inside macrophages without inducing cell death, leading to a dys-
regulated immune response. Furthermore, it has been shown that several polymorphisms in autophagy-related
genes (ATGI6LI1, IRGM, ULK], etc.) are associated with an increased risk to develop CD. Autophagy is an es-
sential process for maintaining cellular homeostasis, which allows the degradation and recycling of cytoplasmic
components and pathogens via the lysosome. However, some intracellular pathogens develop various strategies
to escape autophagy degradation. In this context, the aim of my thesis was to identify the autophagic receptors

responsible for AIEC recognition, as well as the genes necessary for AIEC to escape autophagy.

The first part of my thesis showed that the depletion of p62 or NDP52 in HeLa cells leads to an increase
in the intracellular replication of the AIEC LF82 reference strain and the production of pro-inflammatory cy-
tokines. Confocal microscopy analysis revealed the colocalization of p62 or NDP52 with AIEC LF82 bacteria
and LC3 protein, a marker of autophagy. Thus, our results suggest that p62 and NDP52 could act as autophagic
receptors to control AIEC intracellular replication. Additionally, we investigated the impact of a polymor-
phism in the NDP52 gene associated with increased susceptibility to develop CD, called NDP52"/2484la

the control of AIEC. No difference was observed in the AIEC LF82 intracellular number between HeLa cells

on

expressing the NDP52"4248Ala rigk variant and those expressing the wild-type allele, suggesting another role

for this variant, probably in the control of inflammation.

The second part of my thesis focused on the identification of the genes necessary for AIEC to escape from
autophagy control by the Transposon Sequencing (Tn-Seq) technique. Briefly, a mutant library of the AIEC
LF82 strain was created in a "saturated" manner, meaning that each gene of the bacterial genome was inser-
ted by at least one transposon, leading to its invalidation. This mutant library was used to infect control and
autophagy-deficient HeLa cells. At 24 hours post-infection, the mutants DNA was extracted and transposon
insertion sites determined by sequencing allowed the identification of 68 genes differentially represented bet-
ween our two conditions. The genes over-represented in autophagy-deficient HeLa cells compared to control
cells, are potential genes necessary for AIEC to escape from autophagy control. Thus, this study could allow

the identification of new targets to limit the virulence of AIEC.

In conclusion, this work contributes to the understanding of various aspects of the interaction between host
cells and CD-associated AIEC bacteria and, in the future, will aide to better characterize the etiopathogenesis

of this disease.

Keywords : Crohn’s disease, adherent-invasive E. coli, autophagy, autophagic receptors, Tn-Seq.
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FIGURE 1 : Représentation schématique du tractus gastro-intestinal.
L’intestin gréle est divisé en trois segments : il débute a la sortie de I’estomac par le duodénum, suivi du jéjunum
et enfin de I’iléon qui aboutit sur le caecum, a la jonction iléo-caecale. Le tractus digestif se poursuit par le cdlon

ascendant (droit), transverse puis descendant (gauche) pour finir sur le cdlon sigmoide, avant le rectum.



Chapitre I : Maladie de Crohn

I.1 Epithélium intestinal

I.1.1 Structure de I’épithélium intestinal

La partie de I'organisme qui s’étend de la bouche & I’anus constitue le tractus gastro-intestinal, dont
la surface est estimée entre 200 et 300 m? chez I’'Homme. Les organes digestifs qui composent le tractus
gastro-intestinal sont 1’cesophage, I’estomac, I’intestin gréle (duodénum, jéjunum et iléon), le colon et le rec-
tum (Figure 1). Ainsi, la muqueuse intestinale tapissant ces organes est la plus grande surface d’interaction
entre I’hote et I’environnement extérieur. La premiere couche de tissu composant cette muqueuse intestinale
est I’épithélium intestinal, qui est une barriére interactive et dynamique. L’ épithélium intestinal est composé
de cellules caliciformes qui sécretent du mucus, d’entérocytes responsables de la fonction d’absorption des
nutriments par I’intestin, de cellules entéro-endocrines qui produisent des hormones digestives, de cellules de
Paneth sécrétant des peptides anti-microbiens et de cellules M responsables du passage d’antigeénes de la lu-
micre intestinale vers les cellules immunitaires sous-jacentes (Allaire et al., 2018). Les cellules épithéliales,
reliées entre elles par des jonctions serrées, forment une monocouche de cellules polarisées qui reposent sur
la lamina propria. L’ épithélium est organisé en villosités augmentant la surface de contact entre 1’intestin et
la lumiere intestinale et en cryptes de Lieberkiihn, ou I’on trouve les cellules souches intestinales assurant le

renouvellement des cellules de 1’épithélium (Figures 2 et 3).

I.1.2 Fonction barriere de I’épithélium intestinal

L’ épithélium intestinal constitue une barriere protectrice permettant de limiter I’entrée des micro-organismes
pathogenes dans les tissus de I’hdte. En effet, la muqueuse intestinale est constamment exposée a des antigénes
d’origine alimentaires ou bactériens, pouvant entrainer des réactions allergiques. Cette barriere intestinale est
a la fois : (i) physique, grace aux jonctions serrées des cellules épithéliales et a leurs interactions avec le tissu
conjonctif sous-jacent, (ii) chimique, grace a la sécrétion de mucus et de substances défensives et protectrices
contre de potentiels micro-organismes pathogénes comme les peptides anti-microbiens, et (iii) immunitaire,
grice a la participation des cellules épithéliales a I'immunité innée et a leurs interactions avec le systeme lym-

phoide associé au tube digestif, et a la sécrétion d’immunoglobulines (Ig) A (Figures 2 et 3).
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FIGURE 2 : Anatomie de la muqueuse intestinale.

Intestin gréle : Les entérocytes sont les cellules majoritairement retrouvées dans 1’axe crypte-villosité. Elles
sécrétent des peptides anti-microbiens (Reg3y, B-défensines, cathélicidines), tout comme les cellules de Pa-
neth (lysozyme, a-défensines, SPLA2) présentes a la base des cryptes, afin d’éloigner les bactéries de la surface
épithéliale. Les cellules M, localisées au niveau de 1’épithélium associé aux follicules, recouvrent les plaques
de Peyer et participent au passage et a la capture des antigenes vers les cellules immunitaires sous-jacentes.
La transcytose et la libération luminale d’immunoglobulines A (IgA) sécrétoires contribuent également a la
fonction barriere de I’épithélium. Colon : Les entérocytes et les cellules caliciformes sont les principales cel-
lules composant I’épithélium colique. Les cellules caliciformes sont responsables de la production de mucus,

favorisant I’exclusion des bactéries de la surface épithéliale. Adaptée de (Allaire et al., 2018).

Abréviations : DC : dendritic cells, IEL : intra-epithelial lymphocytes.



Chapitre 1 : Maladie de Crohn

Mucus : Le mucus est sécrété de facon continue par les cellules caliciformes et est principalement com-
posé d’eau et de glycoprotéines ramifiées, les mucines, MUC2 étant la mucine principale. L’intestin gréle est
recouvert d’une fine couche de mucus qui concentre les peptides anti-microbiens et les I[gA, permettant le main-
tien des bactéries a distance de 1’épithélium. Au niveau colique, deux couches de mucus sont présentes, une
premiére couche interne adhérente et dense généralement stérile, et une seconde couche externe peu adhérente

et hébergeant des bactéries commensales (Figure 3) (Herath et al., 2020).

Peptides anti-microbiens : Les peptides anti-microbiens sont majoritairement sécrétés par les cellules de
Paneth et les entérocytes mais les macrophages, les cellules dendritiques et les lymphocytes de la lamina pro-
pria sont également capables de synthétiser certains de ces peptides. Au niveau intestinal, les trois principaux
types de peptides anti-microbiens retrouvés sont les défensines et les cathélicidines qui créent des pores dans
les membranes des bactéries, et Reg3a/B/y (regenerating islet-derived protein 3 a/B/y) qui sont des lectines

solubles interagissant avec des composants de la surface bactérienne (Figures 2 et 3) (Zong et al., 2020).

Jonctions serrées : En régulant finement la perméabilité intestinale paracellulaire, les jonctions serrées
sont les déterminants majeurs de la barriere intestinale physique. Les jonctions serrées constituent un réseau
de protéines situées sur la membrane latérale des cellules épithéliales comprenant principalement les protéines
transmembranaires occludine, claudine ainsi que des protéines d’échafaudage intracellulaires telles que ZO
(zonula occluden) (Turner, 2009; Peterson and Artis, 2014; Barbara et al., 2021). Brievement, ZO-1, ZO-2 et
Z0-3 permettent de lier les jonctions serrées avec le cytosquelette. Il existe deux classes de claudines fonc-
tionnellement différentes au niveau intestinal. En effet, il y a : les claudines « barrier-forming » telles que les
claudines-1, -3, -4, -5, -7, -8, -11, -14, -18 et -19 responsables de 1’étanchéité, et les claudines « pore-forming »
telles que les claudines-2, -10a/-10b, -15, -16 et -17 qui forment des pores entre les cellules de 1’épithélium
intestinal (Giinzel and Yu, 2013; Barbara et al., 2021). Enfin, I’occludine est une protéine transmembranaire
dont le domaine carboxy-terminal cytoplasmique contient le site de fixation pour ZO-1. C’est aussi une protéine

dont la phosphorylation est corrélée avec la localisation des jonctions serrées.

IgA : Produites par les plasmocytes en réponse a des antigénes alimentaires ou microbiens, les IgA sécré-
toires participent a la défense de 1’épithélium en neutralisant des toxines ou en se fixant a des bactéries, ce qui
permet leur rétention dans la lumiere intestinale, limitant ainsi leur acces a I’épithélium et favorisant leur éli-
mination. Les IgA sécrétoires peuvent aussi immobiliser des bactéries en ciblant leurs flagelles ou en modulant

I’expression de geénes bactériens via le ciblage de protéines de surface (Figures 2 et 3) (Pietrzak et al., 2020).

Systeme immunitaire intestinal : Le syst¢tme immunitaire intestinal joue un rdle important dans la to-
lérance vis-a-vis du microbiote intestinal. Au niveau de la lamina propria, diverses cellules immunitaires sont
présentes telles que des macrophages qui assurent la phagocytose et I’élimination des bactéries, ou des cellules

dendritiques qui coordonnent la réponse immunitaire adaptative via la présentation d’antigénes. Les plaques de
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FIGURE 3 : Structure de la couche de mucus dans I’intestin gréle et le c6lon.

Le renouvellement continu de la couche de cellules épithéliales est assuré par les cellules souches résidant dans
les cryptes. Les cellules épithéliales intestinales différenciées, a I’exception des cellules de Paneth, migrent vers
le haut de 1’axe crypte-villosité, comme 1’indiquent les fleches en pointillées. Intestin gréle : L’intestin gréle
est composé d’une seule couche de mucus, 1dchement associée a 1’épithélium et facilement pénétrable. Colon :
Le c6lon distal est composé de deux couches de mucus : une couche de mucus interne adhérente et dense, et
une couche de mucus externe peu adhérente. La couche interne est généralement stérile, tandis que la couche

externe abrite une partie du microbiote intestinal. Adaptée de (Peterson and Artis, 2014).

MC sévere Sténose Fistule endoscopique Ulcére

FIGURE 4 : Lésions endoscopiques de la maladie de Crohn.
Principales 1ésions et complications observées lors d’un examen endoscopique chez des patients atteints de la
maladie de Crohn (MC). Adaptée de (Klinger and Kann, 2019).
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Peyer sont des organes lymphoides secondaires impliquées dans 1’échantillonnage d’antigenes via les cel-
lules M pour la présentation au systeme immunitaire sous-jacent (Figure 2) (Cerf-Bensussan and Gaboriau-

Routhiau, 2010; Mérbe et al., 2021).

Par conséquent, la fonction barriere de 1’épithélium intestinal est cruciale pour maintenir 1’homéostasie
cellulaire et la bonne santé de 1’hote. Toutefois, des dysfonctionnements de cette barrieére peuvent avoir lieu
au niveau du tractus digestif et conduire au développement de certaines pathologies, telles que les maladies

inflammatoires chroniques de I’intestin (MICI).

1.2 Maladie de Crohn

I[.2.1 Généralités sur la maladie de Crohn

Au méme titre que la rectocolite hémorragique (RCH), la maladie de Crohn (MC) est une MICI qui
affecte considérablement la qualité de vie des patients. Décrite pour la premiere fois en 1932 par le médecin
Burrill B. Crohn, la MC évolue par périodes de poussées inflammatoires d’intensité variable entrecoupées de
périodes de rémission cliniques (Crohn et al., 1932). Elle se caractérise par des 1€sions intestinales segmentaires,
discontinues (respectant des zones de muqueuse intestinale saine) et transmurales qui peuvent toucher la totalité
du tractus gastro-intestinal, avec une atteinte préférentielle de 1’iléon terminal et du cdlon chez 35 & 45 % des
cas (Figure 4) (Torres et al., 2017; Roda et al., 2020). La MC est majoritairement diagnostiquée chez le jeune
adulte entre 20 et 30 ans, avec un pic d’incidence plus faible chez les personnes de 50-60 ans, sans aucune
distribution sexe-dépendant. Les patients atteints de la MC présentent un risque plus élevé de développer des
cancers digestifs, notamment colorectaux que des sujets sains (Stidham and Higgins, 2018; Olén et al., 2020).
A I’heure actuelle, les traitements ne sont pas curatifs et visent seulement a soulager les symptomes, cicatriser
la muqueuse intestinale et réduire I’inflammation (Sandborn, 2014). Ainsi, la MC reste un enjeu majeur de

santé publique.

1.2.2 Epidémiologie de la maladie de Crohn

De nos jours, la MC est une maladie mondiale qui affecte d’avantage les pays développés au 20°™ siecle,
bien que I’incidence (nombre de nouveaux cas dans une population sur une période donnée) et la prévalence
(nombre de cas total dans une population sur une période donnée) de cette maladie soient inégales selon les
régions géographiques, 1I’environnement et les groupes ethniques (Gajendran et al., 2018). La prévalence est
plus élevée dans les pays ayant un mode de vie occidental que dans les pays en développement. En effet, entre
1990 et 2016, les plus fortes prévalences de la MC ont été constatées en Europe du Nord (Allemagne : 322 cas
pour 100 000 habitants) et en Amérique du Nord (Canada : 319 cas pour 100 000) (Ng et al., 2017). Concernant
I’incidence pendant cette méme période, les pays d’ Amérique du Nord, d’Europe et I’ Australie présentent la

plus forte incidence pour 100 000 habitants (Figure 5) (Ng et al., 2017). Toutefois, méme si I’incidence est plus
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FIGURE 5 : Incidence et prévalence de la maladie de Crohn dans le monde entre 1990 et 2016.

L’incidence et la prévalence sont indiquées en nombre de cas pour 100 000 habitants et par an. (A) Incidence
mondiale de la MC : Elle est la plus élevée dans les pays d’ Amérique du Nord, d’Europe et en Australie. Elle
est en augmentation depuis quelques années dans les pays nouvellement industrialisés d’Asie du Sud-Est et
d’Europe de I’Est. (B) Prévalence mondiale de la MC : Elle est supérieure en Europe, en Amérique du Nord

et en Australie. Depuis quelques années, elle augmente dans les pays d’ Asie du Sud-Est. Adaptée de (Ng et al.,
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FIGURE 6 : Evolution de ’incidence des MICI dans le monde au cours du temps.

Au cours du 20°™ sigcle, Iincidence des MICI dans les pays ayant un mode de vie occidental a connu une forte
augmentation. Cependant, méme si ce n’est pas représenté, 1’incidence est actuellement stable, voire en baisse

dans ces pays, contrairement aux pays nouvellement industrialisés, ou I’incidence est en forte hausse durant le

21%me gjecle. Adaptée de (Kaplan and Ng, 2017).
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élevée dans les pays industrialisés ayant un mode de vie occidental, elle est stable voire en baisse, tandis qu’elle
augmente dans les pays d’Afrique, d’Asie, et d’ Amérique du Sud nouvellement industrialisés, faisant craindre
une forte hausse de la prévalence de la MC dans ces pays dans les prochaines années (Figure 6) (Torres et al.,
2017; Roda et al., 2020). D’apres le registre francais EPIMAD, I’incidence de la MC a augmenté de 30 % entre
1988 et 2008. Enfin, depuis 2015, le nombre de personnes atteintes de la MC s’éleverait a 200 000 en France

et 2,5 millions en Europe.

1.3 Physiopathologie de la maladie de Crohn

I.3.1 Augmentation de la perméabilité intestinale

Un dysfonctionnement de la barriere intestinale est défini comme étant la perte de la continuité de 1’épi-
thélium intestinal a la suite d’une altération des jonctions intra-épithéliales. Cette altération rend 1’épithélium
perméable aux micro-organismes, antigenes et autres molécules de la lumiere intestinale, menant a I’activa-
tion du systeme immunitaire intestinal et a la mise en place de I’inflammation, conduisant potentiellement au

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

Plusieurs études ont observé une augmentation de la perméabilité intestinale chez les patients atteints de la
MC en phase active, ainsi qu’un rétablissement de cette perméabilité pendant les phases de rémission (Hollander
et al.,, 1986; Benjamin et al., 2008; Vivinus-Nébot et al., 2014). De plus, ’augmentation de la perméabilité
intestinale a été corrélée avec le risque de rechute, montrant que celle-ci jouerait certainement un réle dans la
progression de la MC et serait prédictive des rechutes (D’Inca et al., 1999; Arnott et al., 2000). Des études
ont constaté une augmentation de la perméabilité intestinale chez des parents atteints de la MC du 1 degré,
associée avec un développement ultérieur de la MC, méme avec un test de perméabilité intestinale réalisé 3 ans
avant le déclenchement de la maladie (Hollander et al., 1986; Fries et al., 2005; Turpin et al., 2020). A laide
d’analyses de microscopie électronique a transmission, une étude a révélé une structure anormale des jonctions
serrées chez les patients atteints de la MC en phase active. En outre, chez ces patients, cette méme étude a
montré une diminution de 1’expression de 1’occludine et des claudines-5 et -8 « barrier-forming » combinée a
une augmentation de I’expression de la claudine-2 « pore-forming » (Zeissig et al., 2007). Enfin, une baisse de
I’expression de ZO-1 au niveau des cellules épithéliales de patients atteints de la MC a également été observée
(Vetrano et al., 2008; Vivinus-Nébot et al., 2014). Ainsi, ces données supposent qu’une altération de la barriere

intestinale précéderait le développement et participerait a la pathogenese de la MC (Figure 7).

Par ailleurs, il est important de rappeler que la translocation des micro-organismes de la lumiere intestinale
vers la lamina propria est favorisée par I’augmentation de la perméabilité intestinale et induit une stimulation
anormale du systeme immunitaire sous-jacent. Récemment, une étude a démontré qu’a la suite de la translo-
cation de bactéries chez la souris et ’Homme, une augmentation des IgG systémiques spécifiques de bactéries

commensales est observée et que les bactéries ayant transloqué peuvent étre identifiées grace a I’analyse du ré-
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pertoire d’IgG. De fagon intrigante, par rapport aux patients controles, le profil des IgG dirigés contre le mi-
crobiote est différent chez les patients atteints de la MC, avec notamment une réponse systémique IgG accrue
contre plusieurs genres bactériens, y compris Bifidobacterium, Collinsella, Faecalibacterium et Blautia, indi-
quant une translocation préférentielle de ces genres bactériens chez les patients (Figure 7) (Vujkovic-Cvijin

etal., 2022).

1.3.2 Dérégulation de la réponse immunitaire

L’inflammation intestinale chronique caractéristique de la MC serait la conséquence d’une dérégulation
des réponses immunitaires innées et adaptatives au niveau de la muqueuse intestinale. De plus, I’augmentation
de la perméabilité intestinale favorise 1’entrée d’antigénes de la lumicre intestinale vers la lamina propria,
déclenchant une réponse immunitaire accrue dans le cas de la MC (Figure 7) (Torres et al., 2017; Roda et al.,

2020).

En effet, I’accumulation de micro-organismes pathogenes au sein de I’épithélium intestinal peut altérer la
fonction barriere et entrainer la production de médiateurs pro-inflammatoires, qui vont entretenir I’inflammation
intestinale (de Souza and Fiocchi, 2016). Chez les patients atteints de la MC, il a été rapporté une augmentation
de I’expression des récepteurs de I’immunité innée TLR?2 et TLR4 (Toll-like receptor), capables de reconnaitre
des molécules bactériennes et des molécules de co-stimulation au sein des cellules dendritiques, contribuant a
I’inflammation intestinale via I’induction de la production de cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-o¢
(tumor necrosis factor-a), 'IL-1 (interleukine), I'TL-6 et I'TL-18 (Hart et al., 2005; Middel et al., 2006). De
plus, chez les patients atteints de la MC, il a été révélé une augmentation du nombre de macrophages, en parti-
culier des macrophages M1 pro-inflammatoires, au niveau de la muqueuse intestinale. Apres leur stimulation,
ces macrophages sécretent les cytokines pro-inflammatoires IL-6, IL-23 et TNF-o (Kamada et al., 2008; Franze
et al., 2013; Chapuy et al., 2019). Par conséquent, la libération de cytokines solubles et d’autres médiateurs de
I’inflammation contribuent a I’inflammation et au recrutement d’autres cellules immunitaires responsables de

1€sions tissulaires.

La MC est caractérisée par une réponse excessive des lymphocytes Thl et Th17 (T helper) vis-a-vis des
cytokines pro-inflammatoires telles que I’'IL-12, I'IL-18 et I'IL-23 produites par les cellules dendritiques et les
macrophages. En réponse a cela, les lymphocytes Th1 et Th17 vont sécréter des cytokines pro-inflammatoires
comme I’IL-17, 'IEN-y (interféron-7y) et le TNF-¢t, qui vont maintenir I’inflammation (Ahluwalia et al., 2018;
Uhlig and Powrie, 2018). De plus, un dysfonctionnement des lymphocytes T régulateurs (Treg), qui ont une
fonction suppressive, est également associé a la pathogenese de la MC. La dérégulation de la réponse inflam-
matoire serait due a la dérégulation du rapport lymphocytes effecteurs/Treg plutot que le nombre absolu de Treg

(Figure 7) (Ahluwalia et al., 2018).



(Suite Figure 7)

Dans la MC, la dysbiose microbienne est associée a une altération de la couche de mucus, a un déreglement des
jonctions serrées épithéliales, a des défauts dans le nombre et la fonction des cellules de Paneth ainsi qu’a une
augmentation de la perméabilité intestinale, augmentant ainsi 1’exposition de la lamina propria aux antigénes
luminaux. Les macrophages activés phagocytent les bactéries et produisent des niveaux accrus de TNF, IL-23,
IL-12 et IL-6, favorisant I’inflammation (en rouge). Les cellules dendritiques restent dans les plaques de Peyer
ou migrent vers les ganglions lymphatiques mésentériques, ou elles présentent les antigénes aux lymphocytes
T (LT) naifs. Les LT CD4™" proliférent et se différencient en sous-ensembles de LT effecteurs, tels que les LT
helper de type 1 (Th1l) oude type 17 (Th17). Les lymphocytes Th1 et Th17 différenciés augmentent I’expression
des récepteurs aux chimiokines et des intégrines, qui leur permettent de pénétrer dans la circulation systémique
et de se diriger vers le tissu intestinal, ou ils exercent des fonctions inflammatoires, telles que la production
d’IFN-7 par les lymphocytes Th1 et la production d’IL-17A, IL-17F et IL-22 par les cellules Th17. Les cellules
lymphoides innées du groupe 1 productrices d’IFN-y (ILC1) et du groupe 3 productrices d’IL-17A (ILC3), ainsi
que les plasmocytes sécréteurs d’IgG sont augmentés. Les approches thérapeutiques approuvées ou a 1’étude
(en bleu) consistent a (i) neutraliser les cytokines favorisant I’inflammation (anticorps anti-TNF, anti-IL-12p40
et anti-IL-23p19) ou entrainant la différenciation des sous-ensembles de LT CD4™" effecteurs (anticorps anti-
IL-12p40 et anti-IL-23p19), (ii) inhiber les cascades de transduction du signal en aval des voies inflammatoires
(inhibiteurs JAK), (iii) bloquer le trafic des lymphocytes vers I’intestin (anticorps anti-a4f7, anti-7, anti-
aEB7 et anti-MAdCAM-1) ou inhiber la sortie des ganglions lymphatiques (modulateurs SIPR), ou encore
(iv) diminuer la production de médiateurs inflammatoires (inhibiteurs PDE4 et agonistes TLR9). Les anticorps
anti-IL-12p40 bloquent la signalisation de I'IL-12 et de I'IL-23 en raison de leur sous-unité p40 commune.
Adaptée de (Chang, 2020).

Abréviations : IFN-v : interféron-v, 1gG : immunoglobuline G, IL : interleukine, ILC : innate lymphoid cells,
JAK : janus kinase, MAACAM-1 : mucosal addressin-cell adhesion molecule 1, PDE4 : phosphodiesterase 4,
S1PR : sphingosine-1-phosphate receptor modulator, TLRO : toll-like receptor 9, TNF : tumor necrosis factor.



Chapitre 1 : Maladie de Crohn

1.4 Etiologie de la maladie de Crohn

L’étiologie de la MC est multifactorielle, complexe et reste a 1’heure actuelle incomplétement décrite. En
effet, elle résulte de I’interaction entre des prédispositions génétiques de 1’hote, des facteurs environnementaux
et des altérations du microbiote intestinal menant a des dérégulations de la réponse immunitaire innée et adap-
tative, ainsi qu’a la mise en place d’une réponse inflammatoire non contrdlée a 1’origine de la survenue, du

maintien et/ou de I’aggravation de la MC (Figure 8) (Rogler et al., 2018).

1.4.1 Facteurs génétiques et épigénétiques

L’implication des facteurs génétiques dans la MC s’appuie sur I’observation de cas groupés familiaux, sur
des études menées sur des groupes ethniques différents ou encore sur des analyses réalisées sur des jumeaux.
Par exemple, les populations juives ashkénazes présentent un risque 3 a 4 fois plus élevé de développer la MC,
comparé aux populations non-juives (Bernstein et al., 2006; Ananthakrishnan, 2015). Des études épidémiolo-
giques ont démontré que 2 a 14 % des patients atteints de la MC rapportent une histoire familiale de MICI et
le risque de développer la MC est augmenté si une personne de la famille est atteinte (Halme et al., 2006). En
effet, si les deux parents sont atteints, un tiers des enfants développera une MICI avant I’age de 30 ans (Laharie
et al., 2001). En revanche, le risque de développer la MC est 7,8 & 35 fois plus élevé que dans la population
générale pour un parent du 1¢ degré d’une personne atteinte de la MC (Halme et al., 2006; Moller et al., 2015;
Santos et al., 2018). Concernant les formes familiales de la MC, une étude a observé qu’elles sont associées a
un age de survenue plus précoce, un phénotype plus agressif et une extension digestive plus importante de la
maladie (Colombel et al., 1996). Par ailleurs, une méta-analyse incluant six études sur les jumeaux a montré
un taux de concordance de la MC de 30,3 % pour les jumeaux monozygotes contre 3,6 % pour les jumeaux

dizygotes, indiquant un rdle important de la génétique dans le risque de développer la MC (Brant, 2011).

Les études d’association a I’échelle du génome (GWAS, genome wide association study) ont permis
d’identifier plus de 240 loci de susceptibilité associés aux MICI, dont 170 sont associés a la MC (Jostins
et al., 2012; Liu et al., 2015; de Lange et al., 2017). L’analyse de ces loci a mis en évidence de nombreux
polymorphismes génétiques (SNP, single nucleotide polymorphism) associés a un risque accru de développer la
MC. Plus récemment, des travaux de séquencage a large échelle analysant les données de séquence de plus de
30 000 patients atteints de la MC et de 80 000 individus controles, ont identifiés pour la premiére fois, 10 genes
directement impliqués dans 1’apparition de la MC (Sazonovs et al., 2022). Les génes de susceptibilité identifiés
sont impliqués dans I’immunité innée avec la reconnaissance et la prise en charge des micro-organismes, I’im-
munité adaptative, le stress du réticulum endoplasmique, 1’autophagie ou encore la fonction barriere (Figure 9)
(Graham and Xavier, 2020). Actuellement, les génes codant pour les protéines NOD2 (nucleotide oligomeri-
zation domain 2), ATG16L1 (autophagy-related gene 16 like 1) et IRGM (immunity-related GTPase family M)

sont les plus décrits.
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FIGURE 8 : Etiologie multifactorielle de la maladie de Crohn.

La MC est caractérisée par une dérégulation de la réponse immunitaire intestinale vis-a-vis du microbiote
intestinal chez des individus génétiquement prédisposés et sous I’'influence de facteurs environnementaux.
Abréviations : AIEC : adherent-invasive Escherichia coli, ATG16L1 : autophagy-related gene 16 like 1,IRGM :
immunity-related GTPase family M, NOD2 : nucleotide oligomerization domain 2, TLR : toll-like receptor,
ULK-1 : unc-51 like autophagy activating kinase 1.
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FIGURE 9 : Prédispositions génétiques dans 1’étiologie des MICI.

Processus et voies métaboliques dans lesquels sont impliqués les génes de susceptibilité associés aux MICI.
La couleur indique si les loci sont associés a la maladie de Crohn (MC) (en noir), la rectocolite hémorragique
(RCH) (en bleu) ou aux MICI (MC + RCH) (en rouge). Les astérisques (*) indiquent les genes dont les loci
identifiés sont porteurs de mutations codantes. Adaptée de (Khor et al., 2011).
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I.4.1.1 Genes impliqués dans la réponse immunitaire innée

La réponse immunitaire innée, non spécifique, représente la premiere ligne de défense de 1’hote contre des
pathogenes. Plusieurs polymorphismes ont été identifiés au sein de génes impliqués dans la régulation de la

réponse immunitaire innée tels que les récepteurs « Toll-like » et « NOD-like ».

Les TLR sont des récepteurs membranaires exprimés a la surface des cellules de I'immunité innée de
type PRR (pattern recognition receptor), capables de reconnaitre des bactéries ou des dérivés bactériens. En
effet, les TLR reconnaissent des motifs moléculaires associés aux pathogenes (PAMP, pathogen-associated
molecular pattern), induisant ainsi la réponse immunitaire inflammatoire (Vijay, 2018). A ce jour, 13 TLR ont
été identifiés, dont 10 chez ’'Homme, situés au niveau de la membrane plasmique des cellules et/ou au niveau
des compartiments intracellulaires tels que les endosomes (Figure 10) (Gao and Li, 2017; Gulati et al., 2018;

Vijay, 2018).

Plusieurs SNP dans les génes codant les TLR ont été associés a un risque augmenté de développer la MC
(Kordjazy et al., 2018). En effet, dans une cohorte danoise incluant 624 patients atteints de la MC et 795 indivi-
dus sains, il a été rapporté que le SNP TLR1 (rs4833095), induisant une forte réponse inflammatoire, est associé
a un risque plus élevé de développer la MC (Bank et al., 2015). De maniere similaire, dans une population cau-
casienne, une méta-analyse a montré que deux polymorphismes du 7LR4 (D299G et T399I) conferent un risque
plus accru de développer la MC (Shen et al., 2010). Ces deux SNP entrainent une augmentation de 1’expression
du TLR4 au sein de la muqueuse intestinale des patients, provoquant la perturbation de la transmission du signal
induite par le LPS (lipopolysaccharide) et une sécrétion continue des cytokines pro-inflammatoires (Kordjazy
et al., 2018). D’autres travaux ont mis en évidence un lien entre des SNP non synonymes dans les génes TLR1,
TLR2 et TLR6 et I’augmentation du risque d’une atteinte colique (Pierik et al., 2006). Enfin, un polymorphisme
codant non synonyme du gene TLRS5 (rs5744174) a également été associé a un risque modéré de développer
la MC chez des enfants et jeunes adultes. In vitro, ce variant du géne TLRS entraine une plus forte expression
de la chimiokine pro-inflammatoire CCL20 (chemokine ligand 20) en réponse a son activation par la flagelline

(Sheridan et al., 2013).

Les récepteurs « NOD-like » (NLR, NOD-like receptor), comme les TLR, sont des récepteurs cytoplas-
miques de 'immunité innée de type PRR, dont 22 ont été identifiés chez I’Homme. Les NLR reconnaissent
différents ligands tels que les PAMP et les motifs moléculaires associés aux dommages cellulaires (DAMP,

damaged-associated molecular pattern), déclenchant ainsi la réponse inflammatoire via 1’activation de I’inflam-
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FIGURE 10 : Activation des récepteurs « Toll-like » et réponse immunitaire innée.

Au nombre de 10 chez ’Homme, les TLR (Toll-like receptor) sont exprimés par différentes lignées cellulaires
et reconnaissent des ligands de diverses origines. Les TLRI, 2, 4, 5, 6 et 10 sont retrouvés au niveau de la
membrane plasmique. Le TLRS reconnait la flagelline bactérienne. Les TLR1, 2, 6, 10 reconnaissent différents
constituants bactériens (peptidoglycane, lipoprotéines et lipopeptides triacylés ou diacylés) et le TLR4 reconnait
le lipopolysaccharide (LPS) ainsi que des protéines virales. Les TLR3, 7, 8 et 9 sont quant a eux, retrouvés au
niveau de I’endosome. Les TLR3 et 9 reconnaissent des molécules virales d’ ARN double brin (db) et les TLR7
et 8 reconnaissent des molécules d’ ARN simple brin (sb). L’activation des TLR déclenche 1’activation des voies
de signalisation par I’intermédiaire des protéines adaptatrices (TIRAP, MyD88, TRIF ou TRAM) conduisant a
I’activation de la transcription de geénes codant pour des cytokines pro-inflammatoires (TNF-¢, I1L-6, IL-8 et
IL-12) et 'TEN-a et B. Adaptée de (Zhu and Mohan, 2010).
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masome, la transduction du signal, I’activation de la transcription ou de 1’autophagie (Figure 11) (Kim et al.,
2016b). Des SNP dans les genes CARD9 (caspase recruitment domain 9) et NOD2 (aussi appelé CARDIS5,
caspase recruitment domain 15) ont particulierement été associés a une augmentation du risque de développer

la MC (Van Limbergen et al., 2009).

- NOD2

Dans I'intestin, NOD?2 est exprimé dans les macrophages, les cellules dendritiques et les lymphocytes ainsi
que dans les cellules souches, les cellules caliciformes, les cellules de Paneth et les entérocytes (Al Nabhani
et al., 2017; Ferrand et al., 2019). NOD?2 reconnait le muramyl dipeptide (MDP), un constituant du peptidogly-
cane présent chez toutes les bactéries a paroi Gram négatif et Gram positif, ce qui entraine 1’activation des voies
de signalisation NF-«kB (nuclear factor-xB) et MAPK (mitogen-activated protein kinase), contribuant a la dé-
fense de I’hote via la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, de mucines et de molécules anti-microbiennes

(Al Nabhani et al., 2017; de Bruyn and Vermeire, 2017).

Polymorphismes du gene NOD?2 associés a la MC : Mis en évidence en 2001, NOD2 a été le premier
gene de susceptibilité de la MC découvert. En effet, trois polymorphismes principaux du géne NOD2 sont di-
rectement associés a un risque accru de développer la MC (Hugot et al., 2001; Ogura et al., 2001). La mutation
L1007fsinsC de NOD?2 engendre un décalage du cadre de lecture conduisant & une forme tronquée de la pro-
téine qui ne reconnait plus le peptide bactérien MDP et entraine une altération de 1’activation de NF-xB (Hugot
et al., 2001; Ogura et al., 2001). Les deux autres polymorphismes de NOD2 (Arg702Trp et Gly908Arg) sont
des variants non-sens affectant également la reconnaissance du MDP. Ces trois mutations sont principalement
observées dans les populations européennes, tandis que d’autres variants sont retrouvés chez les patients asia-
tiques par exemple (Ng et al., 2012; de Bruyn and Vermeire, 2017). Récemment, neuf nouveaux variants dans
le géne NOD?2 ont été identifiés chez des patients atteints de la MC et pourraient constituer un nouveau facteur
de risque (Chen et al., 2018; Frade-Proud’Hon-Clerc et al., 2019). De fagon intéressante, des études ont estimé
que les sujets hétérozygotes pour une mutation de NOD?2 ont un risque 2 a 4 fois plus élevé de développer la
MC, alors que pour les sujets homozygotes ou hétérozygotes composites (deux alleles a risque différents), le
risque est 20 a 40 fois plus élevé (Economou et al., 2004; Hugot et al., 2007; de Bruyn and Vermeire, 2017).
Il a également été montré que les mutations dans le gene NOD2 augmentent le risque de complications de la
MC. Par exemple, le risque d’évolution de la maladie vers un phénotype fistulant ou sténosant augmente de 8
% chez les hétérozygotes et de 41 % chez les homozygotes ou les hétérozygotes composites. Enfin, chez les

individus porteurs d’une mutation, le risque de chirurgie est 58 % plus élevé (Adler et al., 2011).

Conséquences des polymorphismes du gene NOD?2 : La perte de reconnaissance du MDP aboutit a
un défaut de I'induction de NF-xB, ce qui parait paradoxal dans le cas de la MC. Toutefois, chez des souris

exprimant le variant NOD2L0075insC yne étude a rapporté une activation plus forte de NF-kB en réponse 2 du
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FIGURE 11 : Voies de signalisation induites par ’activation des récepteurs « NOD-like ».

La famille des récepteurs « NOD-like » (NRL, NOD-like receptor) peut étre divisée en quatre catégories fonc-
tionnelles : la transduction du signal (signalosome), 1’autophagie (autophagosome), I’ activation transcription-
nelle (enhanceosome) et I’assemblage de I’inflammasome (inflammasome). NOD1 et NOD2 sont connus pour
activer la voie pro-inflammatoire NF-kB, tandis que les autres NLR (NLRP2/4) sont des régulateurs négatifs
de cette voie. L’ inflammasome peut étre assemblé par différents récepteurs NLR et activé par divers stimuli.
NOD?2 reconnait les bactéries au niveau de leur site d’entrée dans la cellule et recrute ATG16L1 au niveau de la
membrane plasmique pour initier la formation de 1’autophagosome, activant ainsi le processus autophagique.
Enfin, CIITA et NLRCS5 ont été décrits comme des transactivateurs des complexes majeurs d’histocompatibilité
de classe I et I (CMH I et IT). Adaptée de (Motta et al., 2015).

Abréviations : Antrax LT : antrax lethal factor, CIITA : class Il major histocompatibility complex transactiva-
tor, IE-DAP : d-glu-meso-diaminopimelic acid, MDP : muramyl dipeptide, NLRP : NOD-like receptor family
pyrin domain, ROS : reactive oxygen species, TLR : toll-like receptor, TSS : type secretion system.
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MDP, rendant les souris plus sensibles & une colite induite au DSS (dextran sulfate sodium) (Maeda et al.,
2005).. Cette observation pourrait €tre expliquée par le lien entre NOD2 et les TLR. En effet, des souris sont
protégées d’une colite induite au DSS par 1’administration de MDP, via la régulation négative de la réponse
des TLR. En revanche, chez des souris déficientes pour Nod2, une augmentation de 1’activation de NF-xB
dépendante de TLR2 a été constatée apres stimulation avec du MDP (Watanabe et al., 2004, 2008). Ainsi,
ces données suggerent que ’activation de NOD2 régule négativement la signalisation TLR et que ce contrdle
négatif est perdu en présence d’une mutation de NOD2, entrainant une réponse inflammatoire accrue (Figure

12).

Par ailleurs, NOD2 joue un r6le essentiel dans la fonction barriere de I’épithélium intestinal. En effet, une
étude a associé la présence de mutation dans le géne NOD2 chez des parents du 1°" degré & une augmentation
de la perméabilité intestinale (Buhner et al., 2006). De plus, chez des patients atteints de la MC porteur d’une
mutation de NOD2, une morphologie anormale des cellules de Paneth ainsi qu’une réduction de la sécrétion
d’ a-défensines ont été rapportées (Wehkamp et al., 2004; Bevins et al., 2009; VanDussen et al., 2014). Des
travaux de 2009 ont confirmé I’implication de NOD?2 dans la synthése de peptides anti-microbiens. Les auteurs
ont montré que des cryptes intestinales isolées de 1’iléon de souris déficientes pour Nod2 présentent un plus
faible pouvoir bactéricide, affectant la composition du microbiote (Petnicki-Ocwieja et al., 2009). Toutefois, de
maniere contradictoire, une autre étude n’a trouvé aucune association entre la diminution de la production des
défensines et les mutations de NOD2 dans des tissus iléaux de patients atteints de la MC (Simms et al., 2008). En
outre, chez des souris nod2”", des altérations dans la formation des cellules caliciformes, une diminution de leur
nombre et de la sécrétion de mucines (Ramanan et al., 2014; Al Nabhani et al., 2016) ainsi qu’un développement
anormal des plaques de Peyer, avec un exces des cellules M, caractérisé par une perméabilité paracellulaire
accrue et une réponse immunitaire excessive ont été constatés, comparativement aux souris sauvages (Figure

12) (Barreau et al., 2007).

Puisque NOD?2 joue un rdle important dans la reconnaissance des bactéries, son implication dans le main-
tien du microbiote intestinal a largement été étudié. Chez I’Homme, des études ont démontré des associations
entre les mutations de NOD?2 et des altérations du microbiote, avec une augmentation des bactéries Escherichia
coli et une réduction des bactéries Clostridia ou du genre Firmicutes (Frank et al., 2011; Li et al., 2012; Knights
et al., 2014). De plus, I’observation de dysbiose chez des souris déficientes pour Nod2 a aussi confirmé le role
de NOD2 dans la régulation du microbiote intestinal (Petnicki-Ocwieja et al., 2009; Mondot et al., 2012; Rama-
nan et al., 2014; Al Nabhani et al., 2016; Aschard et al., 2019). Enfin, plus particulierement, NOD2 est impliqué
dans le contrdle des bactéries pathogenes telles que Yersinia pseudotuberculosis, Y. enterocolitica, Pseudomo-
nas fluorescens, Listeria mononcytogenes, Citrobacter rodentium, E. coli ou Campylobacter jejuni. En effet, la
susceptibilité a I’infection dans des modeles murins déficients pour Nod2 est augmentée ou diminuée selon le

pathogene testé (Al Nabhani et al., 2017).
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FIGURE 12 : Role de NOD2 dans ’homéostasie intestinale et dans le contexte de la maladie de Crohn.
Homéostasie : En condition homéostasique, NOD2 joue un role essentiel dans le maintien de I’intégrité de la
barriére intestinale via la production de peptides anti-microbiens par les cellules de Paneth et via la sécrétion
de mucus par les cellules caliciformes. La stimulation de NOD2 avec du MDP active NF-xB. NOD2 régule
négativement la signalisation impliquant le TLR2, limitant ainsi 1’activation de NF-xB par TLR2. NOD?2 est
également impliqué dans 1’autophagie car il recrute ATG16L1 au niveau du site d’entrée des bactéries, permet-
tant I’élimination des bactéries par 1’autophagie. Maladie de Crohn : Dans le cas de la MC, les mutations de
NOD?2 sont associées a une diminution de la production d’ @-défensines et de mucus, menant a une altération
de I’intégrité de la barriere intestinale. La mutation de NOD?2 incapable de reconnaitre le MDP n’active pas
NF-xB (« perte de fonction »). Toutefois, la mutation de NOD?2 incapable de réguler négativement la signalisa-
tion TLR2 a Ia suite de la reconnaissance de peptidoglycane (PNG), meéne a la sur-activation de NF-kB (« gain
de fonction »). Cela entraine une augmentation de I’expression de I’'TL-12, IL-18, et IFN-¥, conduisant a des
dommages des cellules épithéliales et au recrutement de cellules immunitaires au niveau du tissu enflammé.
Les mutations de NOD2 résultent également en une absence du recrutement d’ATG16L1 et donc, un défaut de
I’autophagie. Adaptée de (de Bruyn and Vermeire, 2017).

Abréviations : CMH 11 : complexe majeur d’histocompatibilité de classe 11, DAMP : damaged-associated mo-
lecular pattern, MDP : muramyl dipeptide, PAMP : pathogen-associated molecular pattern, PNG : peptidogly-
cane, TCR : T-cell receptor, Thl : lymphocyte T helper type 1, TLR : toll-like receptor.
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1.4.1.2 Genes impliqués dans I’autophagie

La macro-autophagie, communément appelée autophagie, est un processus cellulaire eucaryote conservé
au cours de I’évolution. Il permet le maintien de I’homéostasie cellulaire en condition physiologique et de stress
via la dégradation lysosomale d’éléments cytoplasmiques, tels que des organites cellulaires endommagés, des
agrégats protéiques ou encore des pathogenes intracellulaires (Larabi et al., 2020a). Le processus autophagique

sera entierement détaillé dans le Chapitre 3 : Autophagie, de ce manuscrit.

Parmi les polymorphismes associés a la MC, plusieurs génes impliqués dans 1’ autophagie ont été identifiés,
tels que ATGI6LI, IRGM, ULKI (unc-51 like autophagy activating kinase 1), NDP52 (nuclear dot protein 52,
également appelé CALCOCO?2, calcium binding and coiled-coil domain 2) ou encore LRRK?2 (leucine-rich
repeat kinase 2) (Henderson and Stevens, 2012; Larabi et al., 2020a). Les études fonctionnelles menées sur

chacun des genes seront développées dans le Chapitre 3 : Autophagie de ce manuscrit.

1.4.1.3 Facteurs épigénétiques

L’épigénétique est définie comme I’étude des changements héréditaires mitotiques dans 1’activité des
genes, sans modifier la séquence d’ADN. Au cours de la mitose, les marques épigénétiques sont transmises
aux cellules filles, montrant la stabilité de I’épigénome. Toutefois, cet épigénome peut étre modifié de facon
dynamique dans le temps par des facteurs environnementaux (Ventham et al., 2013). Plusieurs études ont étayé
I’implication des mécanismes épigénétiques, incluant les ARN non-codants, la méthylation de I’ ADN et les mo-
difications post-traductionnelles des protéines histones dans le diagnostic, le développement et/ou la chronicité
de la MC. Ainsi, I’épigénétique met en lumiere de nouvelles perspectives dans la compréhension de I’étiologie

de la MC (Aleksandrova et al., 2017).

Généralement composés de 18 a 23 nucléotides, les ARN non-codants tels que les miARN, inhibent la
traduction en se liant aux régions 3’-UTR (untranslated transcribed region) des ARNm cibles. Diverses études
ont révélé I’importance des ARN non-codants dans la régulation de 1’expression des geénes impliqués dans de
nombreux processus biologiques essentiels, comme la barriere intestinale, I’inflammation ou encore I’autopha-
gie (Bartel, 2009; Pasquinelli, 2012; Ventham et al., 2013; Kalla et al., 2015; Jung et al., 2021). Une premiere
étude a rapporté une altération du profil des miARN dans la muqueuse colique de patients atteints de la MC,
comparativement a des individus sains (Fasseu et al., 2010). Depuis, plusieurs études se sont intéressées a I’ex-
pression des miARN chez des patients atteints de la MC, identifiant de nombreux miARN dérégulés (James
et al., 2020). De maniere intéressante, parmi les 190 miARN identifiés comme associés a la MC, 26 d’entre eux
régulent spécifiquement 1’expression de geénes codant des enzymes impliquées dans les modifications épigéné-

tiques, les miARN hsa-miR-192-5p, hsa-miR-30d-5p, hsa-miR-1, hsa-miR-101-3p et hsa-miR-375, étant par
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exemple impliqués dans la régulation de 1’expression des genes DNMT3A (DNA methyltransferase 3a) et
DNMT3B (DNA methyltransferase 33) qui controlent la méthylation de I’ADN (Fernandez-Ponce et al., 2021).

La méthylation consiste a ajouter un groupement méthyle de facon covalente aux cytosines appartenant
aux flots « cytosine-guanine » dinucléotides (CpG, cytosine-phosphate-guanine) de I’ ADN. Cette modification
est associée a une répression transcriptionnelle, empéchant ainsi les facteurs de transcription de se fixer sur les

régions promotrices cibles (Ventham et al., 2013).

Chez les patients atteints de la MC, des études ont décrit un profil de méthylation de I’ADN spécifique au
sein de plusieurs types cellulaires (Adams et al., 2014; Sadler et al., 2016; Yim et al., 2020). En effet, il a été
rapporté un profil de méthylation caractéristique chez les patients atteints de la MC ayant une atteinte iléale,
comparativement a des individus sains, avec 1 117 sites différentiellement méthylés, dont 50 significativement
(Nimmo et al., 2012; de Lange et al., 2017). Les sites différenticllement méthylés affectent notamment des
genes impliqués dans I’immunité innée et acquise, qui sont des voies essentielles contribuant a la pathogenese
de la MC (Nimmo et al., 2012). I a également été mis en évidence des changements de méthylation de I’ADN
au sein des cellules épithéliales intestinales, corrélant avec le nombre de rechutes et le recours aux biothérapies
(Howell et al., 2018). Enfin, des travaux récents ont constaté 18 253 régions significativement différentiellement
méthylées au sein de cellules adipeuses dérivées de cellules souches, entre des patients atteints de la MC et des

sujets sains, indiquant une signature de méthylation de I’ ADN spécifique chez les patients (Serena et al., 2020).

Le nucléosome est la sous-unité de la chromatine comprenant 146 paires de bases d’ ADN enroulées autour
d’un octamere d’histones (2 H2A, 2 H2B, 2 H3 et 2 H4). Ce complexe est appelé I’euchromatine lorsqu’il est
faiblement compacté et I’hétérochromatine quand, au contraire, cet assemblage est fortement compacté, limitant
I’acces des facteurs de transcription a I’ADN. Ainsi, I’état de compaction de I’ADN autour des histones est un
mécanisme de régulation de I’expression des genes (Fogel et al., 2017). Les modifications post-traductionnelles
des histones, en particulier I’acétylation, sont associées a la régulation de 1’expression de génes impliqués dans

les réponses inflammatoires.

Un niveau d’acétylation global plus élevé de I’histone H4 a été constaté dans des biopsies enflammées
et dans des plaques de Peyer issues de patients atteints de la MC, comparativement a des tissus d’individus
sains et des tissus non enflammés issus de patients, suggérant une association entre 1’acétylation des histones et
I’inflammation intestinale dans la MC. Dans deux modeles in vivo de colite, cette étude a également montré que
I’histone H4 est significativement plus acétylée dans les tissus enflammés des animaux présentant une colite,

comparé aux animaux contrdles (Tsaprouni et al., 2011). Paradoxalement, 1’incubation d’inhibiteurs d’histone
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désacétylase (HDAC) avec des cellules épithéliales murines et humaines a un effet protecteur et régénérateur,
avec une diminution de la perméabilité membranaire et une augmentation de 1’expression des protéines de jonc-
tions serrées (Friedrich et al., 2019). Par ailleurs, une altération significative de la triméthylation de la lysine-4
sur I’histone H3 (H3K4me3) a été rapportée au sein de cellules épithéliales isolées de biopsies iléales chez des
patients pédiatriques atteints de la MC, naifs de traitements. Cette méme étude a également montré une corré-
lation entre 1’expression de ces genes cibles et la sévérité de I’inflammation intestinale (Kelly et al., 2018). De
plus, une étude récente a rapporté que les patients atteints de la MC colonisés par les bactéries AIEC (adherent-
invasive Escherichia coli) présentent un niveau d’acétylation de I’histone H3 plus élevé, comparativement aux
patients non colonisés par des Entérobactéries (Chervy et al., 2022). Grace a des modeles in vitro et in vivo,
cette étude a montré que I’expression de HDAC] limite la colonisation de la muqueuse intestinale par les AIEC,
tandis que 1’expression de HDACS la favorise. D’une maniere intéressante, les expressions de HDACT et de
HDACS correlent, respectivement, négativement et positivement avec la quantité d’Entérobactéries associées
a la muqueuse iléale des patients atteints de la MC. Enfin, cette étude a également observé une dérégulation
de I’expression de HDAC1 et HDACS chez les patients porteurs d’ AIEC comparativement aux patients non

colonisés par des Entérobactéries (Chervy et al., 2022).

Pour conclure sur les facteurs génétiques, les études a 1’échelle du génome ont permis d’identifier de
nombreux loci de prédisposition a la MC. Des corrélations entre les mutations et les phénotypes iléaux de la
MC ont également été établies pour plusieurs génes. Concernant les facteurs épigénétiques, I’ensemble de ces
travaux montre que les altérations épigénétiques existent chez les patients atteints de la MC, renforcant le fait

qu’il ne faut pas négliger I’implication des facteurs épigénétiques dans la physiopathologie de la MC.

1.4.2 Facteurs microbiens
1.4.2.1 Généralités sur le microbiote intestinal

Le microbiote intestinal est I’ensemble des micro-organismes qui peuplent le tractus digestif d’un individu.
En effet, le tractus digestif héberge environ 10'? micro-organismes vivant en symbiose avec I’hote. Initialement
estimé a 10 micro-organismes pour 1 cellule humaine (Cani, 2018), ce rapport a récemment été revu et serait
plus proche d’un ratio de 1:1 (Walker and Hoyles, 2023). Considéré comme un organe a part entiere, le mi-
crobiote intestinal est majoritairement composé de bactéries, mais aussi de champignons, d’archées et de virus
d’eucaryotes et procaryotes (Sausset et al., 2020). Plus de mille especes de bactéries résident dans le tractus
digestif et il est estimé que le microbiome total contient environ 150 fois plus de génes (métagénome) que celui
de I’'Homme (Prakash et al., 2011). Les bactéries intestinales appartiennent a quatre phyla principaux : Firmi-
cutes, Bacteroidetes, Proteobactéries et Actinobactéries. Ces bactéries augmentent graduellement en nombre
et diversité le long des segments du tractus digestif, de 1’estomac au cdlon. En effet, le microbiote est le plus

abondant dans le colon, estimé a 10! bactéries/mL de contenu luminal, et le plus diversifié, avec de nombreuses
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FIGURE 13 : Distribution du microbiote bactérien le long du tractus digestif chez I’Homme.

Les familles bactériennes dominantes (les couleurs correspondent aux embranchements) dans 1’intestin gréle et
le colon refletent les différences physiologiques existantes le long de I’intestin. En effet, un gradient d’oxygene,
de peptides anti-microbiens (y compris les acides biliaires, sécrétés par le canal biliaire) et de pH, limite la
densité bactérienne au sein de I’intestin gréle, tandis que le colon présente une charge bactérienne élevée. Une
coupe transversale du c6lon montre les familles présentes dans la lumiere intestinale et les cryptes. Adaptée de
(Donaldson et al., 2016).

Abréviation : CFU : colony-forming unit.



Chapitre 1 : Maladie de Crohn

especes anaérobies strictes (Donaldson et al., 2016). Chez I’adulte sain, les phyla Firmicutes et Bacteroidetes

dominent le microbiote intestinal (Figure 13) (Cani, 2018).

Le microbiote intestinal participe a I’ensemble des fonctions de I’intestin, qui lui fournit une niche écolo-
gique et garantit la disponibilité de certains nutriments. Il est nécessaire au développement et a la maturation
du systeme immunitaire et sa tolérance vis-a-vis des micro-organismes commensaux (Round and Mazmanian,
2009; Honda and Littman, 2016). Par ailleurs, le microbiote contribue a la production de vitamines non syn-
thétisables par 1’hote (vitamines K et B), la synthese d’acides aminés ainsi que la bio-transformation d’acides
biliaires et de différents substrats alimentaires en produits métabolisables et sources d’énergies pour 1’hote et le
microbiote (Prakash et al., 2011). Un des exemples les plus connus est la production par le microbiote d’acides
gras a chalnes courtes (AGCC) tels que le butyrate (source d’énergie majeure des cellules épithéliales), I’acétate
(substrat primaire de la syntheése du cholestérol) et le propionate (réduit les niveaux de cholestérol), absorbés
au niveau du caecum et du cdlon (Hu et al., 2018a). Enfin, le microbiote assure des fonctions structurales et
histologiques de 1’épithélium intestinal, notamment en régulant la couche de mucus, la croissance et la différen-
ciation des cellules épithéliales ainsi que le développement des cryptes et villosités intestinales (Prakash et al.,
2011). Par conséquent, le microbiote intestinal humain est un écosysteme complexe dont les interactions avec

I’hote forment un équilibre fragile, pouvant étre rompu dans de nombreuses pathologies, y compris les MICI.

1.4.2.2 Role du microbiote intestinal dans la MC

Le role du microbiote intestinal et de son déséquilibre, appelé dysbiose, dans I’étiologie de la MC a été
confirmé par de nombreuses études in vivo. En effet, dans des modeles murins de colite induite chimiquement
ou des modeles transgéniques développant spontanément une colite, les animaux élevés en condition axénique
sont protégés de la maladie (Contractor et al., 1998; Matsumoto et al., 1998; Tlaskalova-Hogenova et al.,
2005). De fagon intéressante, il a été montré que les signes de la MC sont transférés aux animaux receveurs a
la suite d’une transplantation du microbiote fécal (TMF) d’un patient atteint de la MC a des souris axéniques.
La transplantation d’un microbiote simplifié associé a la MC ou la TMF d’un donneur atteint de la MC induit
le développement et/ou I’aggravation de I’'inflammation intestinale chez des souris receveuses axéniques (Eun
et al., 2014; Nagao-Kitamoto et al., 2016; Britton et al., 2019). Enfin, la MC se localise préférentiellement au
niveau de I’iléon et du cdlon, segments du tractus digestif les plus colonisés par des bactéries, ce qui renforce

I’implication du microbiote dans le développement de la MC.

1.4.2.3 Dysbiose chez les patients atteints de la maladie de Crohn

Une dysbiose est une altération de la diversité et de la composition du microbiote intestinal, qu’elle soit

microbienne, virale ou fongique. Plusieurs études ont constaté une dysbiose chez les patients atteints de la MC,
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Chapitre 1 : Maladie de Crohn

avec une diminution de 1’abondance et des modifications du microbiote intestinal (Frank et al., 2007; Gevers
et al., 2014; Pascal et al., 2017; Alam et al., 2020). La diversité du microbiote intestinal est réduite dans un tissu
enflammé par rapport a un tissu non enflammé chez un méme patient atteint de la MC (Sepehri et al., 2007).
Enfin, une étude a montré que le microbiote intestinal des patients atteints de la MC est instable au cours du

temps, comparativement a celui des individus sains (Seksik et al., 2003).

Le role du microbiote fongique dans I’étiologie de la MC a été suggéré par la détection d’anticorps anti-
Saccharomyces cerevisiae dans le sérum des patients atteints de la MC (McKenzie et al., 1990; Vermeire et al.,
2001; Halfvarson et al., 2005). Les taxa les plus représentés au sein du microbiote fongique sont les Ascomy-
cetes et les Basidiomycetes. Dans ce contexte, plusieurs études ont constaté une augmentation du ratio Basidio-
mycetes/Ascomycetes chez les patients atteints de la MC (Mukhopadhya et al., 2015; Sokol et al., 2017; Limon
et al., 2019). Plus spécifiquement, chez les patients atteints de la MC, des travaux ont révélé une réduction de
Saccharomyces cerevisiae ainsi qu’une plus forte abondance de Candida albicans, C. tropicalis et d’autres taxa
de Candida, supposant un role de Candida dans la pathogenese de la MC (Li et al., 2014; Chehoud et al., 2015;
Liguori et al., 2016; Li et al., 2019).

De plus, une augmentation de I’abondance de Malassezia restricta, liée a la présence d’un polymorphisme
dans le gene CARDSY, a été observée chez les patients atteints de la MC, comparé a des sujets sains (Limon
etal., 2019). Enfin, il a été montré des corrélations entre les modifications du microbiote bactérien et fongique,
supposant 1’existence d’altérations inter-regnes spécifiques a la MC (Hoarau et al., 2016; Sokol et al., 2017).
Dans ce contexte, une étude a rapporté que la présence de S. cerevisiae est associée a un environnement intesti-
nal favorable pour le développement de bactéries bénéfiques telles que Faecalibacterium, tandis que 1’absence
de levures ou la présence d’autres especes de levures est associée a la présence de bactéries potentiellement

pathogenes (Di Paola et al., 2020).

Le microbiote viral est principalement composé des bactériophages Caudovirales et Microviridae (Reyes
et al., 2010; Minot et al., 2013). Les patients atteints de la MC présentent une augmentation de la richesse
en bactériophages, avec une expansion significative des Caudovirales couplée a une diminution de la richesse
et diversité bactérienne, comparé a des sujets contrdles (Pérez-Brocal et al., 2013; Norman et al., 2015). Une
étude a démontré que les patients atteints de la MC présentent une altération de la composition du virome, le
core de phages virulents étant remplacé par des bactériophages dits tempérés (phages s’intégrant au génome
bactérien lors du cycle lysogénique) (Clooney et al., 2019). En effet, plus de Caudovirales ont été observés

dans les tissus, les lavages intestinaux et les selles de patients pédiatriques atteints de la MC, comparativement
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Chapitre 1 : Maladie de Crohn

a des sujets sains (Wagner et al., 2013; Fernandes et al., 2019). Par ailleurs, des phages spécifiques de Lactoba-
cillus, Enterococcus et Lactococcus ont été identifi€s dans les selles de patients japonais atteints de la MC (Imai
et al., 2022). Ces modifications du virome sont associées a des perturbations du microbiote intestinal, avec une
réduction de Faecalibacterium, Ruminococcus et Roseburia ainsi qu’une augmentation des Enterobacteriaceae,

indiquant une fois de plus des altérations inter-regnes (Imai et al., 2022).

Certains virus eucaryotes pourraient également participer au développement de la MC via 1’aggravation
de I’'inflammation intestinale. En effet, une abondance plus importante de Hepeviridae et un niveau plus faible
de Virgaviridae ont été constatés au niveau des muqueuses de patients atteints de la MC n’ayant regu aucun
traitement par rapport aux individus contréles (Ungaro et al., 2019). De la méme maniere, des études utilisant
des modeles murins transgéniques ont montré que 1’infection avec le virus eucaryote Norovirus contribue au

développement de I’inflammation intestinale (Cadwell et al., 2010; Basic et al., 2014).

Chez les patients atteints de la MC, I’abondance et la diversité de la population bactérienne sont altérées
de facon délétere dans les feces ou associées a la muqueuse (Frank et al., 2007; Png et al., 2010; Khanna and
Raffals, 2017). Globalement, il en résulte une abondance plus importante des Protéobactéries et Bacteroidetes,
accompagnée d’une plus faible proportion de certains Firmicutes (Frank et al., 2007; Walker et al., 2011; Wright
et al., 2015).

La réduction du phylum Firmicutes est majoritairement caractérisée par une diminution I’abondance de
Roseburia inulinivorans ou de Blautia faecis, ainsi que de Faecalibacterium prausnitzii, I'une des especes pro-
ductrices de butyrate les plus abondantes, connue pour ses effets protecteurs et anti-inflammatoires (Joossens
et al., 2011; Fujimoto et al., 2013; Takahashi et al., 2016). En effet, 43 especes de Firmicutes ont été identi-
fiées chez des sujets sains contre seulement 13 chez des patients atteints de la MC, avec une diminution de F.
prausnitzii (Shen et al., 2017). Par ailleurs, une réduction de F. prausnitzii au niveau iléal est principalement
retrouvée chez les patients ayant une atteinte iléale de la maladie (Lopez-Siles et al., 2014) et est associée a
un risque élevé de récidive endoscopique 6 mois post-opératoire (Sokol et al., 2008). Enfin, une méta-analyse
rassemblant 231 patients a montré que 1’abondance de F. prausnitzii est réduite chez les patients atteints de la
MC en phase active par rapport aux patients en rémission, indiquant que F. prausnitzii pourrait étre un marqueur

de I’activité de la MC (Tableau 1) (Prosberg et al., 2016).

En parallele, il a été constaté une augmentation de I’abondance des Protéobactéries, représentant la flore
dominante chez 30 % des patients atteints de la MC (Kotlowski et al., 2007; Sasaki et al., 2007; Morgan et al.,
2012). L’expansion des Protéobactéries est majoritairement caractérisée par une augmentation des E. coli, en

particulier des AIEC (Darfeuille-Michaud et al., 1998, 2004), qui sont des bactéries associées a, ou ayant enva-

15



lIIfll’llfII‘IIIIIHIIIIIIIIIIIiII‘III!III‘III [ELIRRN (N Foecarivacterium

Peptostreptococcaceae
i Anaerostipes

I I\l il ||||l | Il’ Ll Christensenellaceae

‘ Collinsella
| | | H | ’l, H Methanobrevibacter

L anm W0 |l||||l|W\|nW S

Controles

FIGURE 14 : Signature bactérienne de la maladie de Crohn basée sur 8 genres bactériens.

Validation du potentiel discriminant entre la maladie de Crohn (MC) et la rectocolite hémorragique (RCH) de
I’association de 8 genres bactériens dans une cohorte de 2 045 échantillons de selles, incluant 1 247 sujets
controles, 339 patients atteints de la MC et 158 patients atteints de la RCH. Chaque barre bleue représente la
présence du groupe bactérien pour chaque sujet avec le gradient de couleurs : blanc = absent, bleu clair = faible
abondance relative et bleu foncé = forte abondance relative. La MC se caractérise par un profil d’abondance
pour ces 8 genres bactériens différents par rapport a la RCH et aux individus contrdles. Adaptée de (Pascal
etal., 2017).



Chapitre 1 : Maladie de Crohn

hies la muqueuse iléale et colique, retrouvées chez 21 a 62 % des patients atteints de la MC contre 0 a 19 % des
sujets contrdles (Darfeuille-Michaud et al., 1998, 2004; Baumgart et al., 2007; Martinez-Medina et al., 2009b;
Raso et al., 2011). Une étude clinique récente a rapporté une réduction des Protéobactéries aprés 6 mois de
traitement avec I’ Adalimumab (anti-TNF-), seulement chez les patients atteints de la MC répondeurs (Ribal-
done et al., 2019). Par ailleurs, d’autres especes bactériennes, connues pour leur role néfaste dans I’homéostasie
intestinale, sont également retrouvées de maniere plus importante chez les patients atteints de la MC, telles que
Ruminococcus torques et Ruminococcus gnavus (Png et al., 2010; Joossens et al., 2011), Bacteroides fragilis,
L. monocytogenes, Mycobacterium avium paratuberculosis, Staphylococcaceae, Streptococcaceae, Shigella,
Klebsiella ou encore Salmonella (De Hertogh et al., 2008; Azimi et al., 2018; Khan et al., 2019). Certains
de ces micro-organismes ont été proposés comme micro-organismes potentiellement impliqués dans le déve-
loppement de la MC (De Hertogh et al., 2008). Plus particulierement, Ruminococcus gnavus est une bactérie
mucolytique, c’est-a-dire capable de dégrader le mucus, et induit la sécrétion de cytokines inflammatoires telles
que le TNF-o par les cellules dendritiques (Henke et al., 2019). Son expansion pourrait donc expliquer le fait
que davantage de bactéries sont localisées dans le mucus des patients atteints de la MC (Schultsz et al., 1999;
Png et al., 2010). A I’inverse, Akkermansia muciniphila, une autre bactérie mucolytique, est diminuée chez
les patients atteints de la MC, comparativement aux sujets sains (Png et al., 2010). Plus récemment, Proteus
mirabilis, un potentiel pathobionte, a été corrélé positivement avec le score d’activité de la MC et associé a la
pathogenese en activant des voies pro-inflammatoires chez des souris axéniques. La prévalence et 1’abondance
de P. mirabilis sont également plus élevées dans les selles et dans les muqueuses de patients atteints de la MC,
que chez des sujets controles (Zhang et al., 2021). Enfin, une étude récente a rapporté une association entre des
souches de Klebsiella pneumoniae et la sévérité de la MC. 1l a été révélé que K. pneumoniae est significative-
ment enrichie dans les selles de patients atteints de la MC en phase active par rapport aux patients en phase de
rémission. De plus, le transfert de souches de K. pneumoniae isolées de patients atteints de la MC a des souris

il107 exacerbe 1’inflammation intestinale (Tableau 1) (Federici et al., 2022).

De facon intéressante, Pascal et co-auteurs ont suggéré une signature microbienne qui permettrait de dé-
tecter la MC : une diminution de I’abondance des bactéries Peptostreptococcaceae, Faecalibacterium, Metha-
nobrevibacter, Anaerostipes, Collinsella et Christensenellaceae, couplée a une augmentation de 1’abondance
de Escherichia et Fusobacterium (Figure 14) (Pascal et al., 2017). Plus récemment, une étude a montré qu’une
composition spécifique du microbiote iléal lors de la chirurgie pouvait étre prédictif de la récidive endosco-
pique (Sokol et al., 2020a). Ainsi, des signatures microbiennes spécifiques pourraient étre utilisées pour aider a
diagnostiquer la MC, en particulier si elles sont systématiquement présentes a des niveaux plus élevés chez les

patients que chez les témoins.
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Par ailleurs, il est intéressant de noter que les altérations du microbiote intestinal induisent également des
modifications métaboliques. En effet, comparé aux individus sains, 12 % des voies métaboliques sont affectées
chez les patients atteints de MICI (Morgan et al., 2012). Les travaux actuels rapportent une réduction de la
production d’acides aminés, d’AGCC et d’acides biliaires secondaires accompagnée d’une augmentation du
stress oxydant, du transport des acides aminés et du sulfate ainsi que du systeme de sécrétion de type III (T3SS,
type 3 secretion system) et la sécrétion de toxine chez les patients atteints de MICI (Kostic et al., 2014; Zuo
and Ng, 2018; Li et al., 2022). Par conséquent, il est essentiel d’étudier le métabolome associé au microbiote

intestinal chez les patients atteints de la MC afin de mieux comprendre la maladie.

Enfin, les similitudes entre la symptomatologie a la suite d’une infection par des bactéries pathogenes ap-
partenant aux especes Mycobacterium, Helicobacter, Yersinia, Listeria, Bacteroides, Clostridioides ou encore
Campylobacter et celle observée dans les MICI, laissent penser qu’un déclencheur pathogeéne pourrait étre a

I’origine de I’apparition des MICI (Bosca-Watts et al., 2015).

- Yersinia

Malgré des études conflictuelles, les especes du genre Yersinia pourraient contribuer a 1’apparition et a la
persistance de I’inflammation intestinale chez les patients atteints de la MC (Hugot et al., 2003). La MC et la
Yersiniose sont des maladies qui partagent des aspects communs, tels qu'une inflammation intestinale concen-
trée autour de 1’épithélium associé au follicule et pouvant progresser en ulceres plus diffus et plus profonds
(Griitzkau et al., 1990; Fujimura et al., 1996). Chez les patients atteints de la MC, mais aussi chez des sujets
contrdles, diverses études ont révélé la présence d’especes de Yersinia au niveau intestinal (Lamps et al., 2003;
Knosel et al., 2009; Leu et al., 2013). L’étude la plus récente s’intéressant a la présence de Yersinia dans 470
échantillons, a montré sa présence dans 7,6 % des échantillons iléaux de patients atteints de la MC contre 7,9 %
des échantillons controles (Le Baut et al., 2018). Ainsi, chez ’'Homme, les especes de Yersinia sont habituelle-
ment peu présentes au niveau iléal, que ce soit chez des sujets malades ou sains. Bien que NOD2 joue un rdle
critique dans la réponse de 1’hote lors de Iinfection par Y. pseudotuberculosis, d’autres études sont nécessaires
pour déterminer si ce genre bactérien pourrait étre impliqué dans 1a MC (Meinzer et al., 2008, 2012; Al Nabhani

et al., 2017).
- Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis

Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis (MAP) est également suspectée dans la pathogénese
de la MC. En effet, dans le sang périphérique, les granulomes et les biopsies, I’ADN de MAP a été plus
fréquemment retrouvée chez les patients atteints de la MC que chez les individus sains (Autschbach et al., 2005;
Nazareth et al., 2015; Mintz and Lukin, 2023). Ici encore, les données sont contradictoires puisque certaines
méta-analyses ont rapporté 1’association entre MAP et la MC (Feller et al., 2007; Abubakar et al., 2008), ce qui

n’est pas montré par une autre étude (Naser et al., 2014). En clinique, des études ont démontré I’administration
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de nitroimidazoles ou macrolides ainsi qu’une combinaison d’antibiotiques anti-mycobactéries (Feller et al.,
2010; Khan et al., 2011) ou I’administration en combinaison de rifabutine, clofazimine et clarithromycine
(Borody et al., 2002; Shafran et al., 2002; Borody et al., 2007) induiraient une rémission clinique et histologique
chez les patients ayant une MC active. Toutefois, dans une autre étude, bien que 66 % des patients étaient en
rémission apres 16 semaines de traitement, aucune différence concernant la récidive n’a été observée entre le
groupe traité et le groupe placebo apres 2 ans de traitement (Selby et al., 2007). Toutes ces données remettent
donc en question le role de MAP dans 1’étiologie de la MC. Enfin, récemment, une nouvelle thérapie RHB-104
(RedHill Biopharma®) combinant trois antibiotiques (rifabutine, clofazimine et clarithromycine) a montré des
résultats encourageants in vitro (Alcedo et al., 2016), et est en cours d’étude chez des patients ayant une MC
modérée a sévere. Les résultats semblent prometteurs puisque davantage de patients sont en rémission clinique
apres 16 et 24 semaines de traitement, comparativement au groupe placebo (Savarino et al., 2019; Honap et al.,
2021). Toutefois, il est nécessaire de garder en téte que ces antibiotiques destinés a éliminer les mycobactéries,
ciblent aussi d’autres especes bactériennes du microbiote intestinal. Par conséquent, ils pourraient éliminer des
especes bactériennes néfastes, conduisant a une amélioration des symptdmes dans 1’étiologie de la MC, sans

pour autant valider le role causal de MAP (Mintz and Lukin, 2023).

- AIEC, adherent-invasive Escherichia coli

De nombreuses études ont démontré que les bactéries AIEC pourraient contribuer au développement, au
maintien et/ou I’aggravation de la MC. L’implication des AIEC dans la MC sera détaillée dans le Chapitre 2 :

AIEC, de ce manuscrit.

Par conséquent, tous ces travaux s’intéressant au role du microbiote intestinal dans la MC démontrent
qu’il ne s’agit pas d’une maladie infectieuse a proprement parler. En effet, aucun micro-organisme pathogene
n’est spécifiquement associé a la MC. L’'implication des facteurs microbiens est complexe et implique des
bactéries pathobiontes telles que les AIEC. Ces bactéries n’impactent pas négativement 1’hdte en condition
homéostasique, mais vont tirer profit d’une modification de I’environnement intestinal, pour induire/exacerber

I’'inflammation intestinale.

1.4.3 Facteurs environnementaux

Plusieurs études épidémiologiques soutiennent le rdle des facteurs environnementaux dans I’étiologie de
la MC (Figure 15) : (i) une augmentation de 1’incidence de la MC dans des pays nouvellement industrialisés
ayant adopté un mode de vie occidental (alimentation riche en sucres, en gras et pauvre en fibres) (Molodecky
et al., 2012; Chen et al., 2019), (ii) une augmentation de I’incidence de la MC en une ou deux générations chez
les migrants ayant quitté une région avec une faible prévalence de la MC pour rejoindre une région avec une

forte prévalence (Tsironi et al., 2004; Kaplan and Ng, 2016; Ng et al., 2017; Fiorino et al., 2021). De plus, le
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taux de jumeaux monozygotes ol les deux individus sont atteints de MICI n’est que de 20 a 50 %, montrant
que des facteurs environnementaux sont impliqués dans le développement de la MC (Thompson et al., 1996;

Orholm et al., 2000; Halfvarson et al., 2003).

1.4.3.1 Tabac

Le tabagisme est le premier facteur environnemental a avoir été identifié et associé a la MC (Mahid et al.,
2006; Hlavaty et al., 2013). En effet, le tabagisme multiplie par deux le risque de développer la MC par rapport
aux non-fumeurs et augmente de facon dose-dépendante le risque de poussées, de complications intestinales,
d’hospitalisation, de recours aux corticoides et a la chirurgie ainsi que la récidive post-opératoire chez les
patients atteints de la MC (Sutherland et al., 1990; Picco and Bayless, 2003; Cosnes, 2010; To et al., 2016;
Underner et al., 2016). L’exposition au tabagisme in utero et/ou durant I’enfance augmenterait le risque d’hos-
pitalisation dans les 3 ans qui suivent le diagnostic (Lindoso et al., 2018). En outre, plusieurs travaux ont montré
que le tabagisme favorise la progression de la maladie d’un phénotype inflammatoire (B1) vers un phénotype
sténosant/pénétrant (B2/B3) (Lakatos et al., 2013; Nunes et al., 2013). La baisse de la fréquence du tabagisme
n’affecte pas les signes cliniques, mais les patients qui arrétent de fumer pendant plus d’un an présentent une
maladie moins sévere que ceux n’ayant pas arrété (Cosnes et al., 2001; Seksik et al., 2009; Higuchi et al.,
2012). Le mécanisme privilégié serait lié a des altérations du microbiote intestinal et du systeme immunitaire
induits par le tabagisme (Verschuere et al., 2011; Bergeron et al., 2012). En effet, une réduction de la diver-
sité microbienne associée a une diminution de I’espece F. prausnitzii ainsi qu’une augmentation de 1’espece
Bacteroides-Prevotella ont été constatées chez les fumeurs, comparé aux non-fumeurs (Benjamin et al., 2012;
Shanahan et al., 2018). Enfin, une étude plus récente a rapporté un lien entre le tabagisme et le variant a risque
ATGI16LIT%4 dans 1’altération de la fonction des cellules de Paneth chez les patients atteints de la MC ainsi

que dans un modele murin exprimant cette mutation (Liu et al., 2018c).

1.4.3.2 Régime alimentaire

Le régime alimentaire est I’un des principaux facteurs environnementaux impliqués dans 1’étiologie de la
MC, et plus particulierement, la consommation d’un régime alimentaire de type occidental, appelé « Western
diet ». Riche en graisses, en sucres, en acides gras polyinsaturés n-6, en protéines animales et appauvri en
fibres, ce régime favorise le développement de la MC (Chiba et al., 2019; Lo et al., 2020; Gill et al., 2022). En
effet, une étude récente a démontré que ce type de régime est associé a un risque accru de développer la MC
(Peters et al., 2022). Au contraire, grice a leurs fibres, les fruits et les Iégumes jouent un rdle protecteur dans la

survenue de la maladie. Une étude prospective a rapporté que la consommation de fibres (en particulier issues
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de fruits) sur le long terme est associée a un moindre risque de développer la MC (Ananthakrishnan et al.,
2013). Ces effets s’expliquent par la capacité des bactéries du microbiote intestinal & métaboliser les fibres,
conduisant a la production d’AGCC, connus pour leurs effets anti-inflammatoires et protecteurs sur la barriere
intestinale (Kelly et al., 2015; Zhang et al., 2022b), réduisant la translocation des E. coli a travers les plaques
de Peyer (Roberts et al., 2010).

De plus, la consommation d’un régime de type occidental augmente la perméabilité intestinale, induit
des altérations dans la composition du microbiote intestinal et favorise le développement d’une inflammation
intestinale a bas bruit, ce qui expliquerait I’impact négatif de ce régime sur le développement de la MC (Christ
et al., 2019; Rohr et al., 2020; Malesza et al., 2021). Une étude s’est intéressée a I’influence d’un changement
de mode de vie et de régime alimentaire sur le microbiote intestinal. En effet, des individus originaires d’un
pays non occidentalisé (Thailande) ayant migré vers les Etats-Unis présentent un microbiote fonctionnellement
altéré, avec une diversité plus faible et une substitution des souches Prevotella par des souches Bacteroides,
comparativement aux individus vivant en Thailande (Vangay et al., 2018). De la méme manicre, une autre
étude a révélé que le microbiote intestinal d’enfants africains, dont le régime est en majorité végétarien et riche
en fibres, est enrichi en bactéries du genre Prevotella et Xylanibacter, comparativement au microbiote d’enfants
européens consommant un régime occidentalisé, qui est enrichi en Enterobacteriaceae (De Filippo et al., 2010).
Enfin, le microbiote des individus consommant un régime riche en protéines animales présente une diminution
des especes appartenant aux Firmicutes capables de métaboliser les fibres, comparativement au microbiote des

personnes consommant un régime riche en fibres (David et al., 2014).

L’impact d’un régime enrichi en sucres et en graisses (HF/HS, high fat/high sugar) sur la composi-
tion du microbiote intestinal a également été démontré dans différents modeles animaux. En effet, de nom-
breuses études ont montré qu’une modification du microbiote intestinal, avec une hausse du ratio Firmi-
cutes/Bacteroidetes et des Protéobactéries chez des animaux ayant suivi un régime HF/HS, engendre une 1égere
inflammation intestinale accompagnée d’une augmentation de la perméabilité intestinale et de certains troubles
métaboliques (Hildebrandt et al., 2009; Turnbaugh et al., 2009; Johnson et al., 2015; Bisanz et al., 2019; Singh
et al., 2020).

De fagon similaire, d’autres études ont rapporté qu’un régime HF/HS induit une augmentation de la per-
méabilité intestinale caractérisée par une diminution de I’expression de la protéine occludine, ce qui entraine
une inflammation ou I’exacerbe dans un modele murin présentant une iléite (Kim et al., 2012; Gruber et al.,
2013). En plus des altérations microbiennes, ce régime pourrait perturber I’'immunité de 1’hote via I’augmen-
tation de la perméabilité intestinale, la diminution du niveau de lymphocytes Treg au sein du cdlon et une
augmentation des marqueurs pro-inflammatoires (Levine et al., 2018; Schreiner et al., 2020). En effet, 1’apport
accru en graisses saturées engendre une augmentation des réponses inflammatoires médiées par les lymphocytes

Th1 chez des animaux déficients pour 1’/l-10, favorisant le développement d une colite.
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FIGURE 16 : Impact des émulsifiants alimentaires sur la localisation du microbiote intestinal.

Des souris de type sauvage ont été exposées a de 1’eau ou de I’eau contenant 1,0 % de CMC (carboxyme-
thylcellulose) ou de P80 (polysorbate 80) pendant 12 semaines. (A-C) Analyse par microscopie confocale de
la localisation du microbiote, avec le mucus marqué par la protéine MUC2 (en vert), les bactéries (en rouge)
et ’ADN (en bleu) - échelle : 20 um. (D) Distance entre les bactéries et les cellules épithéliales intestinales
(CEI) par condition. Les clichés de microscopie montrent (A) qu’en situation physiologique les bactéries sont a
distance de I’épithélium intestinal (environ 25 um). Toutefois, chez les souris sauvages ayant recu (B) du CMC
ou (C) du P80, une réduction de la distance entre les bactéries et 1’épithélium d’environ 50 % est observée (D).
Cet empictement du microbiote intestinal dans le mucus correle avec une réduction de 1’épaisseur de la couche
de mucus. Adaptée de (Chassaing et al., 2015b).
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Cet effet s’expliquerait par une modification de la composition en acides biliaires de 1’hdte, entrainant une
plus grande disponibilité du sulfate utilisable par le pathobionte Bilophila wadsworthi (Devkota et al., 2012;
Sartor, 2012). De plus, la consommation d’un régime HF/HS par les souris CEABACI10 (carcinoembryonic
antigen bacterial artificial chromosome 10), un modele murin de MC, réduit I’épaisseur de la couche de mucus,
augmente la perméabilité intestinale et engendre une dysbiose caractérisée par une hausse de la population
d’E. coli et une baisse de la production d’AGCC. En outre, ce régime favorise la colonisation intestinale par
les AIEC et L. monocytogenes de facon microbiote-dépendante (Martinez-Medina et al., 2014; Agus et al.,
2016; Las Heras et al., 2019). Enfin, les changements du microbiote intestinal engendrés par un régime de
type occidental affectent également la fonction des cellules de Paneth avec une diminution de la sécrétion de
peptides anti-microbiens, diminuent I’épaisseur de la couche de mucus, favorisant ainsi le passage des bactéries

(Guo et al., 2017; Schroeder et al., 2018; Liu et al., 2021b).

Chez des souris colonisées par un microbiote humain, un régime appauvri en fibres facilite le dévelop-
pement des bactéries qui dégradent le mucus, entrainant la dégradation de la couche protectrice de mucus et
augmentant la susceptibilité a I’infection par des pathogeénes (Desai et al., 2016). Par conséquent, des interven-
tions nutritionnelles, avec la mise en place d’un régime individualisé, pourraient étre bénéfiques pour la prise
en charge des patients atteints de la MC. Dans ce cadre, 'ESPEN (european society for clinical nutrition and
metabolism) de 2019 recommande une alimentation riche en fibres et acides gras oméga 3 et pauvre en oméga

6 dans la prévention de la MC (Jaramillo et al., 2023).

La consommation de produits transformés, voire ultra-transformés, présents dans le régime de type occi-
dental, est associée a un risque de développer la MC (Narula et al., 2021). En effet, ces produits contiennent de
multiples additifs alimentaires, tels que les émulsifiants ou encore la maltodextrine, dont la consommation a été
corrélée positivement a I’incidence de la MC en Amérique du Nord, en Europe et au Japon (Roberts et al., 2013).
Plus particulierement, Chassaing et co-auteurs se sont intéressés a deux émulsifiants alimentaires couramment
utilisés dans les produits transformés afin d’améliorer la texture et prolonger leur durée de conservation : le
carboxymethylcellulose (CMC) et le polysorbate 80 (P80) (Chassaing et al., 2017, 2022; Naimi et al., 2021).
Il a été démontré que 1’administration de CMC ou de P80 a des souris entraine une invasion de la couche de
mucus par des bactéries du microbiote intestinal ainsi que des altérations de la composition du microbiote asso-
ciées a une augmentation de son potentiel pro-inflammatoire (Figure 16). Ces animaux développent également
une inflammation intestinale, de bas grade chez des souris sauvages, ou sévere chez des souris génétiquement
prédisposées (Chassaing et al., 2015b; Viennois and Chassaing, 2018). Chez I’Homme, un essai clinique récent
a comparé le microbiote intestinal d’individus sains ayant suivi un régime alimentaire dépourvu d’émulsifiants

a celui d’individus ayant suivi un régime enrichi en CMC (15 g/jour) pendant 11 jours. Comparativement aux
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individus controles, la consommation de CMC entraine une perturbation de la composition du microbiote in-
testinal, ainsi que des modifications du métabolome fécal avec une diminution des métabolites bénéfiques pour
la santé comme les acides aminés libres et les AGCC (Chassaing et al., 2022). Enfin, de facon intéressante, il a
été rapporté que le CMC et le P80 impactent directement le comportement des AIEC. L’exposition des bacté-
ries aux émulsifiants induit I’expression de genes de virulence et augmente leur motilité ainsi que leur capacité

d’adhésion a des cellules épithéliales en culture (Viennois et al., 2020).

L’impact négatif de la maltodextrine, un épaississant alimentaire, sur la défense anti-microbienne dans
Iintestin est bien connu (Nickerson et al., 2015). Effectivement, dans un modeéle murin il a été montré que
I’administration de maltodextrine augmente le stress du réticulum endoplasmique dans les cellules épithéliales
intestinales (CEI), ce qui entraine une diminution de la production de mucus et augmente la susceptibilité a
la colite (Laudisi et al., 2019). In vitro, I’exposition des AIEC a la maltodextrine entraine 1’expression des
pili de type I, favorisant la formation de biofilm par la souche de référence AIEC LF82 (Lille-France 82) et
I’adhésion bactérienne aux CEI en culture (Nickerson and McDonald, 2012). Par conséquent, la consommation
d’additifs alimentaires induit des altérations du microbiote intestinal et de la couche de mucus, favorisant le
développement d’un environnement intestinal pro-inflammatoire et la colonisation intestinale par des especes

bactériennes pro-inflammatoires.

Enfin, la liste n’est pas exhaustive, d’autres additifs ou contaminants alimentaires tels que les micropar-
ticules, les traces de détergents et les carraghénanes, induiraient la réduction de 1’épaisseur de la couche de
mucus permettant la colonisation de la muqueuse intestinale par les bactéries et I’induction d’une inflammation
chronique (Swidsinski et al., 2009; Chassaing et al., 2015b). En modele murin de colite induite, I’ingestion
de dioxyde de titane (Ruiz et al., 2017), de fer (Chua et al., 2013), d’aluminium (Pineton de Chambrun et al.,

2014), ou encore de zinc a également été incriminée dans 1’aggravation de I’inflammation intestinale.

1.4.3.3 Autres facteurs environnementaux

Le role de I’activité physique dans la prévention et I’amélioration du pronostic des patients atteints de MICI
a été€ montré (Chen et al., 2019). Généralement, les patients atteints de la MC sont physiquement moins actifs
que la population globale (van Langenberg et al., 2015; Gatt et al., 2019). Par rapport aux femmes sédentaires,
une étude a révélé que le risque de développer la MC diminue de 44 % chez les femmes actives (Khalili et al.,
2013). La pratique d’une activité physique serait bénéfique pour les patients atteints de la MC car elle améliore
la santé mentale, la qualité de vie, le statut nutritionnel et surtout, elle réduit I’inflammation (Bilski et al., 2014;
Khalafi and Symonds, 2020). Effectivement, un effet anti-inflammatoire de 1’activité physique a été constaté
dans des modeles in vivo d’inflammation (Saxena et al., 2012; Bilski et al., 2015; Mazur-Bialy et al., 2017).

Chez les souris CEABACI10 infectées par les AIEC, I’activité physique spontanée induit 1’expression des pro-
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téines de jonctions serrées, la production d’AGCC et module de facon positive le microbiote intestinal, dimi-
nuant ainsi I’inflammation intestinale (Maillard et al., 2019). Récemment, une étude a rapporté que 1’association
de I’activité physique avec de I’huile de lin a des effets positifs sur la composition du microbiote intestinal et
la production de butyrate (Plissonneau et al., 2022). En conclusion, la mise en place de programmes d’activité
physique pourrait étre une stratégie thérapeutique complémentaire pour prolonger les périodes de rémissions et

améliorer la qualité de vie des patients atteints de la MC.

Une association entre des polymorphismes dans le géne codant pour le VDR (vitamin D receptor) et la
susceptibilité de développer la MC a été mise en évidence (Xue et al., 2013). Une étude prospective incluant
72 719 femmes sur 22 ans, période durant laquelle 122 cas de MC ont été déclarés, a montré une diminution du
risque de développer la MC chez des femmes ayant un fort taux plasmatique de 25-hydroxy vitamine D (seuil >
30 ng/mL) (Ananthakrishnan et al., 2012). Par ailleurs, des niveaux sériques plus faibles de vitamine D ont été
observés chez des patients présentant une forme active de la MC, comparativement aux patients en rémission
(Ham et al., 2014). Une exacerbation de la colite induite au DSS a été constatée chez des souris déficientes pour
le Vdr ou présentant un défaut de vitamine D (Froicu and Cantorna, 2007; Lagishetty et al., 2010), suggérant
le r6le anti-inflammatoire de la vitamine D (Cantorna, 2010; Kamen and Tangpricha, 2010). Enfin, une étude
a démontré qu'une déficience en vitamine D prédispose au dysfonctionnement de la barriere intestinale induite

par les AIEC (Assa et al., 2015).

Enfin, il semblerait que d’autres facteurs environnementaux, tels que la prise d’antibiotiques dans les pre-
mieres années de vie (Kronman et al., 2012; Ungaro et al., 2014), la pollution atmosphérique (Kaplan et al.,
2010; Ding et al., 2022), ou encore le stress psychologique a travers 1’axe cerveau-intestin-microbiote (Sgam-

bato et al., 2017) soient également impliqués dans le développement et/ou la progression de la MC.

Par conséquent, différents facteurs environnementaux semblent €tre impliqués dans la pathogenese de la
MC. Toutefois, les mécanismes sous-jacents ne sont pas toujours clairement décrits, indiquant que d’autres
études sont nécessaires pour mieux comprendre 1’influence de I’environnement sur le développement, le main-
tien et/ou la progression de la MC. Chez I’Homme, les facteurs environnementaux interagissent également avec
des facteurs génétiques, épigénétiques et microbiens rendant difficiles les études qui pourraient valider le role

causal de ces facteurs.
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Classification
de Montréal

Age lors du diagnostic

<16 ans Al
17-40 ans A2
> 40 ans A3

Localisation de la maladie

Iléon L1
Célon L2
Iléo-colique L3
Haut du tractus digestif L4

Phénotype de la maladie

Inflammatoire B1
Sténosant B2
Pénétrant - Fistulisé B3
Atteinte périanale P

Localisation de la maladie

-

L1 L2 L3 L4 L3 +L4
lléon Colon Iléo-colique Haut du tractus  Haut du tractus
digestif digestif +
iléo-colique

Phénotype de la maladie

B1 B2 B3 B3+P
Inflammatoire Sténosant Pénétrant Pénétrant - Fistulisé
Fistulisé + atteinte périanale

FIGURE 17 : Localisation et phénotype de la maladie de Crohn selon la classification de Montréal.

La classification de Montréal catégorise les patients selon leur dge lors du diagnostic, la localisation et le
phénotype de la maladie, qui sont des informations cruciales pour le pronostic. L4 : modificateur qui peut étre
ajouté a la classification L1-L.3 en cas d’atteinte du tractus digestif haut. P : modificateur qui peut étre ajouté a
la classification B1-B3 en cas d’atteinte périanale. Adaptée de (Satsangi et al., 2006; Baumgart and Sandborn,
2012).
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I.5 Diagnostic de la maladie de Crohn

Le diagnostic de la MC est difficile étant donné qu’aucun test unique ne permet a lui seul de I’établir.
En effet, le diagnostic repose sur I’observation de manifestations cliniques ainsi que sur I’identification et la
caractérisation de lésions intestinales grace a des examens endoscopiques, radiologiques et histologiques. Une
fois le diagnostic établit et les atteintes/lésions caractérisées, la classification de Montréal est utilisée pour

distinguer les malades en fonction de la localisation et du phénotype de la maladie (Figure 17).

I.5.1 Symptomes et signes cliniques

Hétérogenes et peu spécifiques, les symptomes de la MC dépendent principalement de la sévérité de
I’inflammation, de la localisation et du phénotype de la maladie. Les symptdmes les plus fréquents sont des
douleurs abdominales (de type syndrome appendiculaire), des diarrhées chroniques accompagnées de sang
dans les selles et de signes généraux comme de la fatigue, de la fievre, une perte de poids, de I’anémie, etc. Des
fistules ou des ulceres périanaux peuvent également étre observés chez les patients (Roda et al., 2020). De plus,
des manifestations extra-digestives sont constatées chez 43 % des patients, telles que des atteintes oculaires,

dermatologiques, vasculaires, respiratoires, hépato-biliaires et inflammatoires (Vavricka et al., 2011).

I.5.2 Examens endoscopiques et radiologiques

Les examens endoscopiques sont primordiaux dans le diagnostic de la MC afin d’évaluer le pronostic,
I’étendue et I’intensité des 1ésions, la réponse & un traitement et de surveiller 1’apparition d’une éventuelle
dysplasie. L’iléo-coloscopie avec biopsie est I’examen de référence pour diagnostiquer la MC (Spiceland and
Lodhia, 2018). Elle permet de détecter des 1ésions inflammatoires, érosions aphteuses ou des ulceres, réparties
de facon inégale avec des intervalles de muqueuse saine au niveau de I’iléon et/ou du cdlon. Dans le cas ou
I’iléo-coloscopie s’avere normale mais qu'une MC est toujours suspectée, la vidéocapsule endoscopique ou
I’endoscopie simple ballon est mise en place pour détecter des Iésions qui seraient présentes plus haut dans le

tractus digestif (Figure 18) (Pennazio et al., 2015; Roda et al., 2020).

Des examens d’imagerie complémentaires tels que 1’entéro-IRM (imagerie par résonnance magnétique),
I’entéro-scanner et 1I’échographie digestive, sont réalisés pour mieux évaluer la réponse aux traitements, 1’éten-
due des Iésions ou encore détecter d’éventuelles complications (sténose, fistule ou abces) (Figure 18). Bien que
I’échographie digestive soit un examen non-invasif, peu coliteux et qui n’utilise pas de radiations, 1’entéro-IRM

et I’entéro-scanner sont les plus utilisés grace a leur meilleure sensibilité et spécificité (Takenaka et al., 2020).

1.5.3 Analyses histologiques

Afin de confirmer le diagnostic de la MC ou de réaliser un diagnostic différentiel, un examen histologique
est effectué sur la biopsie réalisée lors de 1’iléo-coloscopie. L’ observation d’une distorsion discontinue des

cryptes intestinales, d’inflammation, d’une architecture irréguliere des villosités intestinales de 1’iléon ou encore
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- Endoscopie simple ballon : - lléo-coloscopie |
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Diagnostic de la MC
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FIGURE 18 : Examens endoscopiques et radiologiques utilisés pour le diagnostic de la maladie de Crohn.
De nouvelles techniques d’examens endoscopiques et radiologiques permettent une évaluation plus précise des
Iésions endoscopiques. D’une part, I’iléo-coloscopie, I’endoscopie simple ballon et la vidéocapsule endosco-
pique contribuent a 1’évaluation des 1ésions de la muqueuse. D’autre part, 1’entéro-IRM (imagerie par réson-
nance magnétique), I’entéro-scanner et I’échographie digestive permettent 1’évaluation transmurale des Iésions.
Les méthodes d’imageries sont complémentaires des examens endoscopiques, que ce soit pour le diagnostic ou

pour évaluer la réponse aux traitements. Adaptée de (Takenaka et al., 2020)
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de granulome épithélioide, permet la confirmation du diagnostic de la MC. Le granulome épithélioide est la
Iésion la plus significative associée au diagnostic histologique de la MC qui est observée dans 30 % des cas au
diagnostic (Turner et al., 2014; Torres et al., 2017; Roda et al., 2020). Il s’agit d’un amas de cellules épithéliales
et immunitaires incluant les macrophages et les lymphocytes T, accompagnée de la sécrétion de cytokines pro-

inflammatoires (IL-12, IL-23, IL-17 et TNF-c¢) (Matsumoto et al., 2001).

L’observation de « creeping fat », une extension du tissu adipeux viscéral métaboliquement active qui
recouvre les intestins et qui joue un rdle important de la régulation de I’inflammation intestinale, est également

une caractéristique spécifique de la MC (Mao et al., 2019).

1.5.4 Bio-marqueurs

Lutilisation de bio-marqueurs sériques ou fécaux, plus ou moins spécifiques de la MC, permet de suivre
la progression et I’activité de la maladie. La CRP (C-reactive protein) est un bio-marqueur sérique de I’inflam-
mation aigu&, non spécifique du tractus digestif. Bien qu’elle soit utilisée pour évaluer 1’activité de la maladie,
un tiers des patients ne présente pas d’augmentation de la CRP, méme en cas de périodes de poussées inflam-
matoires. De plus, la corrélation entre le niveau de CRP et I’activité endoscopique observée chez les patients
atteints de la MC est modérée et variable selon les études (Solem et al., 2005; Mosli et al., 2015; Chen et al.,

2020).

En outre, parmi les autres bio-marqueurs sériques, des anticorps peuvent aussi étre employés pour affiner
le diagnostic et différencier la MC de la RCH. Les anticorps anti-Saccharomyces cerevisiae (ASCA, anti-
Saccharomyces cerevisiae antibody) sont des anticorps de type IgA ou IgG capables de reconnaitre des résidus
mannoses présents sur la paroi de la levure S. cerevisiae, mais aussi chez d’autres micro-organismes ou sur
des protéines de I’hdte. La prévalence des ASCA est de 60 a 70 % chez les patients atteints de la MC, 10 a
15 % chez les patients atteints de RCH et de moins de 5 % chez des sujets sains (Zhou et al., 2016). Toutefois,
I’implication de S. cerevisiae dans I’'induction de la synthése de ces anticorps n’a pas été clairement élucidée.
Les auto-anticorps pANCA (perinuclear anti-neutrophil cytoplasmic antibody) reconnaissent des antigénes
présents dans le cytoplasme des neutrophiles polynucléaires. Les pANCA sont détectés dans 10 a 15 % des cas

de MC, 60 a 70 % des cas de RCH et moins de 5 % dans la population contrdle (Mitsuyama et al., 2016).

Actuellement, la calprotectine fécale est considérée comme le bio-marqueur de référence pour évaluer
la MC. En effet, produite et sécrétée par les neutrophiles polynucléaires et les macrophages, la calprotectine
fécale est une protéine formée par un hétéro-complexe des protéines ST00A8 et ST00A9. Elle est positivement
corrélée avec ’infiltration des neutrophiles polynucléaires au sein de la muqueuse intestinale, reflétant ainsi
I'inflammation digestive. De facon pertinente, plusieurs études ont rapporté une corrélation entre le taux de
calprotectine fécale et I’activité de la MC évaluée par iléo-coloscopie (Sipponen et al., 2008; D’Haens et al.,

2012; Sipponen and Kolho, 2015; Koelink et al., 2020). En effet, pour détecter la présence d’ulcérations endo-
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scopiques, signe d’une inflammation active, une valeur seuil de 250 ug de calprotectine/g de matiere fécale est
retenue (Bressler et al., 2015). Ce bio-marqueur est également prédictif de la réponse a une thérapie ainsi que
de la rechute post-opératoire chez les patients atteints de la MC asymptomatiques (Boschetti et al., 2015a,b;

Vernia et al., 2020).

Enfin, d’autres bio-marqueurs fécaux non-invasifs des MICI ont également été identifiés, comme CHI3L1
(chitinase 3-like-1) (Aomatsu et al., 2011; Buisson et al., 2016) et MMP-9 (matrix metalloprotease-9) (Buisson
et al., 2018). Exprimée par plusieurs types cellulaires tels que les macrophages ou les neutrophiles, CHI3L1
possede une forte affinité de liaison pour la chitine. Une étude a mis en évidence une corrélation entre les
niveaux fécaux de CHI3L1 et I’activité de la MC évaluée par iléo-coloscopie. En effet, il a été révélé qu’'une
valeur seuil de 13,7 ng de CHI3L1/g de matiere fécale est prédictive de 1ésions actives chez les patients atteints
de MICI (Aomatsu et al., 2011). De la méme maniére, Buisson et co-auteurs ont démontré que le niveau fécal
de CHI3L1 et de MMP-9 correle avec 1’activité endoscopique de la maladie (Buisson et al., 2016, 2018). Une
valeur seuil supérieure a 15 ng de CHI3L1 et 350 ng de MMP-9/g de matiere fécale permet de détecter des
ulcérations endoscopiques (Buisson et al., 2016, 2018). Par conséquent, CHI3L1 et MMP-9 semblent étre des

bio-marqueurs fiables afin de détecter 1’activité endoscopique dans la MC.
1.6 Prise en charge thérapeutique de la maladie de Crohn

Tout d’abord, il est primordial de noter que la prise en charge thérapeutique de la MC n’est pas curative et
vise seulement a cicatriser la muqueuse et soulager les symptomes des patients (Peyrin-Biroulet et al., 2014).
En effet, les traitements ont pour objectif d’atteindre une rémission clinique et endoscopique caractérisée par
I’absence d’ulcération a 1’iléo-coloscopie ainsi que le soulagement des diarrhées et des douleurs abdominales.
La cicatrisation de la muqueuse est prédictive d’un risque plus faible d’hospitalisation, de rechute clinique, de
recours a la chirurgie et d’expansion de la destruction intestinale (Pineton de Chambrun et al., 2010; Peyrin-

Biroulet et al., 2011).

1.6.1 Arsenal thérapeutique disponible dans la maladie de Crohn

Actuellement, les traitements disponibles pour la MC en France sont : les anti-inflammatoires tels que
les dérivés salicylés (salazosulfasalazine, olsalazine et mésalazine), les corticoides (budésonide, prédnisolone),
les immunosuppresseurs (le méthotrexate et les thiopurines incluant 1’azathioprine et la 6-mercaptopurine), ou
encore les biothérapies anti-intégrines telles que le vedolizumab (anticorps ciblant I’intégrine a47 impliquée
dans la migration des lymphocytes vers le tractus digestif) et les biothérapies anti-TNF-¢¢ (adalimumab, in-
fliximab, certolizumab pegol), anti-interleukines 12/23 (ustekinumab, qui est un anticorps ciblant la sous-unité
p40 commune a I’IL-12 et I’IL-23) ou encore anti-JAK (janus kinase) (Gomollén et al., 2017). De nos jours,
la classe thérapeutique la plus efficace dans la MC sont les anti-TNF-¢ qui induisent et maintiennent une

cicatrisation de la muqueuse intestinale, en particulier chez les patients ayant une forme modérée a sévere de
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FIGURE 19 : Stratégies thérapeutiques utilisées dans la maladie de Crohn.

La stratégie dite « Step-up » (a gauche) est réservée aux formes légeres a modérées de la maladie. Elle consiste
en une approche thérapeutique progressive selon ’activité de la maladie, pouvant ainsi aller de 1’utilisation
d’anti-inflammatoires non stéroidiens jusqu’a la chirurgie dans les cas les plus séveres. La stratégie dite « Top-
down » (a droite) est destinée aux patients présentant une forme sévere de la maladie. Elle est basée sur un
traitement plus agressif des le début de la prise en charge avec I'utilisation de biothérapies couplées générale-
ment a un immunosuppresseur. Adaptée de (Aloi et al., 2014).

Abréviations : 5-ASA : 5-aminosalicylés, 6-MP : 6-mercaptopurine, AZA : aziathropine, MTX : methotrexate.
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la MC (Adegbola et al., 2018). Enfin, I’opération chirurgicale est également envisagée, notamment chez les pa-
tients développant des complications et/ou qui ne tolerent pas les traitements. Cependant, bien que les récidives
post-opératoires soient fréquentes, environ 50 % des patients auront une intervention chirurgicale dans les 10
ans suivant leur diagnostic et un tiers d’entre eux auront recours a la chirurgie plusieurs fois (Cosnes et al.,
2012). Toutefois, le retrait des segments atteints ne protege pas des récidives. Effectivement, dans 1’année qui
suit I’opération, une récidive endoscopique est constatée chez 35 a 85 % des patients, alors que 10 a 38 % des

patients présentent une récidive clinique (Buisson et al., 2012).

Deux principales stratégies thérapeutiques existent : la stratégie conventionnelle, dite « Step-up » et la stra-
tégie descendante, dite « Top-down » (Figures 19 et 20). La stratégie conventionnelle « Step-up » a pour objectif
d’améliorer les symptomes en adaptant de facon progressive les traitements selon la sévérité et 1I’évolution de
la maladie. Cette stratégie est réservée aux formes légeres de la maladie sans facteur de mauvais pronostic ni
de complication. Elle utilise des 5-aminosalicylés, puis des corticoides, des immunosuppresseurs et des biothé-
rapies (anti-TNF-q, anti-intégrines, anti-IL-12/23) (Peyrin-Biroulet et al., 2015). Chez des patients a risque de
maladie sévere et évolutive, la stratégie descendante « Top-down » consiste a instaurer de facon précoce un trai-
tement plus agressif tel qu’une biothérapie (anti-TNF-o) couplée a un immunosuppresseur des les premieres
poussées de la maladie (Chen et al., 2014). En clinique, des études ont rapporté des résultats controversés
concernant I’efficacité de ces deux stratégies dans la cicatrisation endoscopique, le contréle des symptomes et
la rémission des patients. En effet, dans certaines études, 1’efficacité des deux stratégies est similaire, tandis
que dans d’autres, la stratégie « Top-down » semble étre plus efficace que la stratégie « Step-up » (D’Haens
et al., 2008; Khanna et al., 2015; Tsui and Huynh, 2018). Ainsi, I'utilisation d’un traitement initial fort pose
deux questions : quels sont les risques de cette stratégie chez des patients qui n’auraient peut-&tre eu qu’une
évolution 1égere de la maladie ? Et quelle sera la tolérance a long terme de ce genre de traitement ? Malheu-
reusement, a I’heure actuelle il n’existe pas de stratégie thérapeutique de type médecine personnalisée dans la
MC, expliquant les taux d’échec de ces deux stratégies (Chen et al., 2014). Les molécules proposées ne traitent
que I’inflammation de facon non spécifique, et non la cause de la maladie, elles ne permettent donc pas d’en

modifier 1’évolution naturelle.

1.6.2 Approches thérapeutiques ciblant les agents pathogenes

Le r6le du microbiote intestinal dans le développement et/ou la chronicité de la MC est bien connu et
décrit (voir section 1.4.2. Facteurs microbiens, de ce Chapitre), ce qui a conduit au développement de diverses
stratégies thérapeutiques ciblant le microbiote intestinal, avec notamment 1’ utilisation d’antibiotiques, de pré-

biotiques, de probiotiques, de symbiotiques et de la transplantation du microbiote fécal.
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Stratégie « Step-up »

Evaluation compléte avec examens endoscopiques et radiologiques pour confirmer
I’absence d’une MC séveére avec facteurs de mauvais pronostic

- Forme légére de la MC, sans facteurs de mauvais pronostic

- Atteinte anatomique limitée, pas d’intervention chirurgicale antérieure ou
corticostéroides a action systémique ou thérapies immunosuppressives

- Ulceres superficiels, modérés et faible inflammation
- Impact modeste sur la qualité de vie

v v

MC accidentellement MC avec des symptomes
détectée ou asymptomatique légers a modérés
[ I
Pas de mise en place Mise en place d’une thérapie :
d’une thérapie budésonide (pour atteinte iléale)
et prednisone ou sulfasalazine
(pour une atteinte colique)

[}
1
1
[}
1
1
: Rémission
: Oui | Non Autres causes des symptomes
' . .
! ¢ ¢ et traitement en fonction
1
1 Pas de thérapie Réévaluation
1 a N
1 d’entretien des symptomes
[}
1
' Traitement d’une MC sévére
1
1
:_ > Evaluation périodique clinique, biochimique et endoscopique T
pour controler I'absence de progression de la maladie Rechutes fréquentes

Stratégie « Top-down »

Forme sévere de la MC

- Dommages structurels élevés
- Poussé inflammatoire élevée

- Impact significatif sur la qualité de vie

l

Thérapie de 1% ligne

- Poussée inflammatoire, forme sévere, atteinte périanale, manifestations extra-intestinales :
Infliximab ou adalimumab, en combinaison avec des thiopurines ou méthotrexate >> monothérapie

- Comorbidités importantes ou contre-indications aux anti-TNF :
monothérapie ustekinumab

Thérapie de 2°™ ligne
(chez les patients ayant eu une exposition antérieure aux anti-TNF)

Ustekinumab pour la plupart des patients
en combinaison avec des thiopurines ou methotrexate

FIGURE 20 : Stratégies thérapeutiques « Step-up » et « Top-down » utilisées dans la maladie de Crohn.
Adaptée de (Nguyen et al., 2020).
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1.6.2.1 Antibiotiques

Deux approches peuvent étre envisagées concernant I’ utilisation d’antibiotiques dans la MC : (i) influencer
I’évolution de la MC en diminuant les concentrations bactériennes dans la lumiere intestinale et en altérant la
composition du microbiote intestinal, en faveur des bactéries bénéfiques ou (ii) cibler spécifiquement des bac-
téries potentiellement impliquées dans la pathogénése de la maladie (Nitzan et al., 2016). Les antibiotiques les
plus utilisés sont le métronidazole, la ciprofloxacine, la rifaximine et la clarithromycine. Les antibiotiques ont
pour objectif d’améliorer les symptdmes cliniques de la MC, mais également de traiter les complications infec-
tieuses telles que les abces et les infections post-opératoires (Nitzan et al., 2016). Certains essais cliniques ont
confirmé I’efficacité des antibiotiques en monothérapie ou en combinaison avec d’autres traitements, sur I’amé-
lioration des symptomes et la rémission de la MC (Su et al., 2015; Patterson, 2021). En effet, une méta-analyse
incluant 10 études cliniques (832 patients au total) a rapporté que la prise d’antibiotiques est associée a une
amélioration clinique de la maladie de 56,1 % chez les patients du groupe traité contre 37,9 % chez les patients
du groupe placebo (Wang et al., 2012). D’autres études ont révélé que les antibiotiques entretiennent les rémis-
sions cliniques et préviennent la récurrence post-opérative (Rutgeerts et al., 1995; Khan et al., 2011; Jigaranu
et al., 2014). Malgré des essais cliniques encourageants, leur utilisation n’est préconisée qu’en traitement de
seconde ligne chez des patients présentant des complications septiques, afin d’éviter les effets secondaires non
négligeables engendrés par la prise d’antibiotiques tels que I'infection a Clostridioides difficile, 1a résistance
aux antibiotiques, les altérations du microbiote ainsi que 1’augmentation de la concentration bactérienne lors de

I’arrét du traitement (Mowat et al., 2011; Gomolldn et al., 2017; Lichtenstein et al., 2018).

1.6.2.2 Probiotiques, prébiotiques, post-biotiques et symbiotiques

Etant donné qu’une dysbiose intestinale participe potentiellement a la pathogenése de la MC chez des indi-
vidus génétiquement prédisposés, des stratégies thérapeutiques basées sur I'utilisation de prébiotiques, probio-
tiques, post-biotiques et symbiotiques ont été développées pour moduler le déséquilibre du microbiote intestinal

observé chez les patients atteints de la MC.

Probiotiques : Les probiotiques sont des micro-organismes vivants qui, lorsqu’ils sont administrés en
quantité adéquate, conferent un bénéfice pour la santé de I’hote. Les mécanismes d’action potentiels des pro-
biotiques sur la prévention et le contrdle des MICI incluent la production de métabolites anti-microbiens, la
suppression de bactéries pathogeénes par compétition pour la niche, la modulation du systéme immunitaire,
I’augmentation des réponses anti-inflammatoires et I’amélioration de la fonction barriere de 1’épithélium in-
testinal (Khan et al., 2019). Les souches probiotiques les plus testées chez les patients atteints de la MC sont
Lactobacillus GG, Lactobacillus johnsonii, E. coli Nissle 1917 et Saccharomyces boulardii (Khanna and Raf-
fals, 2017). Toutefois, due a une mauvaise stratification des patients dans les études, les essais cliniques testant

une supplémentation en probiotiques dans le traitement de la MC exposent des résultats contradictoires sur le
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maintien de la rémission et la prévention de la récidive post-opératoire. En effet, sur 12 essais cliniques, 7 ne
présentent pas d’effet bénéfiques des probiotiques (Coqueiro et al., 2019), tandis qu’une étude en 2015 a rap-
porté une amélioration dans la prévention de la rechute post-opératoire chez les patients ayant pris un mélange
de quatre souches de Lactobacillus, trois souches de Bifidobacterium et une souche de Streptococcus salivarius
sous-espece thermophilus (VSL#3TM) (Fedorak et al., 2015). Par conséquent, I’utilisation des probiotiques

demeure trés controversée et n’est a ’heure actuelle pas recommandée dans la MC (Coqueiro et al., 2019).

Prébiotiques : Un prébiotique est un substrat utilisé sélectivement par les micro-organismes de ’hote
pour exercer un effet bénéfique sur la santé (Gibson et al., 2017). Les prébiotiques sont des aliments non diges-
tibles, principalement des glucides ou des fibres alimentaires. Un essai clinique testant une supplémentation en
fructo-oligosaccharides chez les patients atteints de la MC en phase active n’a pas montré d’effets bénéfiques
comparativement au groupe placebo (Benjamin et al., 2011). Cependant, dans le cadre de la MC, les essais
cliniques sont peu nombreux et ne suffisent pas a conclure quant a leur efficacité (Lichtenstein et al., 2016;

Khan et al., 2019).

Post-biotiques : Un post-biotique est une préparation de métabolites bactériens qui confere un bénéfice sur
la santé de I’hote. Les plus connus sont les acides gras a chaines courtes, produits par des bactéries dites anti-
inflammatoires, telle que F. prausnitzii. In vitro et in vivo, les résultats suggerent les bienfaits de ces métabolites
bactériens sur I’homéostasie du systeéme immunitaire avec une stimulation des réponses anti-inflammatoires et
immuno-modulatrices (Aggeletopoulou et al., 2019; Russo et al., 2019). De plus, une étude ex vivo a montré
une diminution des réponses inflammatoires dans un modele de culture d’organe aprés un traitement avec
des post-biotiques (Tsilingiri et al., 2012). Toutefois, bien que des essais cliniques soient nécessaires pour
évaluer clairement leur efficacité, les post-biotiques pourraient étre un potentiel traitement durant une période

de poussée chez les patients atteints de MICI.

Symbiotiques : Les symbiotiques correspondent & une combinaison de pré- et probiotiques dont 1’objectif
est de restaurer et/ou maintenir le microbiote intestinal en bonne santé en favorisant son implantation et sa crois-
sance. Ils sont considérés comme une nouvelle approche dans le traitement des MICI (Khan et al., 2019). Peu
d’études cliniques ont été menées dans le cadre de la MC, mais I’efficacité des symbiotiques semble prometteur.
En effet, dans une cohorte de 35 patients présentant une MC active, la prise d’un symbiotique comprenant B.
longum/Synergy ITM (inuline et oligofructose), a révélé une diminution de 1’activité clinique de la maladie et
du score histologique, comparativement au groupe placebo (Steed et al., 2010). En revanche, dans une autre
étude clinique, la prise d’un mélange contenant quatre especes probiotiques et quatre prébiotiques (Synbiotic
2000TM) n’a pas permis de diminuer le risque de récidive post-opératoire chez des patients atteints de la MC
(Chermesh et al., 2007). En conclusion, comme les pré- et probiotiques, la supplémentation en symbiotique
n’est pas recommandée dans le traitement de la MC et d’autres études sont nécessaires pour évaluer 1’efficacité

de ce type de traitement (Wasilewski et al., 2015).
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1.6.2.3 Transplantation du microbiote fécal

La TMF est considérée comme une approche innovante et robuste de manipulation du microbiote intes-
tinal qui pourrait étre prometteuse dans le traitement des MICI. La TMF consiste a introduire de la matiére
fécale d’un donneur sain dans le tractus gastro-intestinal d’un patient receveur pour rééquilibrer son microbiote
intestinal. Actuellement, la seule utilisation en routine de la TMF concerne le traitement des colites infectieuses
récalcitrantes a Clostridioides difficile avec un taux d’efficacité de plus de 80 %, a la fois lors d’une administra-
tion par la coloscopie ou par I’administration orale de la matiere fécale encapsulée (Weingarden and Vaughn,

2017; Saha and Khanna, 2019).

La TMF a été utilisée pour prendre en charge les infections a C. difficile chez les patients atteints de
la MC et s’est avérée efficace chez la majorité des patients, avec une diminution ou une résolution complete
de la diarrhée associée a I'infection (Anderson et al., 2012). Concernant le traitement des MICI, une analyse
systématique de 18 études portant sur I’effet d’une TMF incluant 122 patients atteints de la MC ou de RCH
a rapporté une rémission de 22 % des patients atteints de RCH et de 61 % des patients atteints de la MC
(Colman and Rubin, 2014). De méme, une étude menée sur 19 patients atteints de la MC a démontré par
la coloscopie qu'une TMF, en une dose unique, permet d’améliorer les symptomes cliniques de 58 % des
patients traités. Ce résultat est accompagné d’une hausse du niveau des Treg au niveau de la lamina propria des
patients receveurs ainsi que d’une plus grande diversité microbienne, suggérant ainsi un rétablissement de la
balance microbienne et une diminution de I’inflammation (Vaughn et al., 2016). Cependant, une fois de plus, les
résultats obtenus par différents essais cliniques concernant I’utilisation de la TMF dans le traitement de la MC
sont contradictoires. En effet, une étude a montré un effet modeste d’une seule dose de TMF apres un mois,
sur I’amélioration clinique et endoscopique chez 3 patients atteints de la MC répondeurs sur les 10 patients
testés, alors que 2 patients ont présenté des effets déléteres avec de nouvelles poussées (Gutin et al., 2019).
Par ailleurs, une étude pilote n’a rapporté aucune implantation significative du microbiote du donneur apres
6 semaines chez des patients atteints de la MC ayant recu une dose de TMF, et ce malgré une diminution du
score endoscopique et du taux de la CRP (Sokol et al., 2020b). Par conséquent, le recours a la TMF dans la MC
reste controversé et de nouvelles études cliniques sont essentielles pour évaluer son efficacité thérapeutique. En
outre, une standardisation de la sélection du donneur idéal, de la préparation et 1’application du matériel fécal

reste indispensable pour envisager la TMF comme potentielle thérapie (Shen et al., 2017).

Pour conclure, bien que certaines études cliniques sur les antibiotiques, les pré- et pro-biotiques et la TMF
soient pleines d’espoir, de grandes avancées scientifiques sont nécessaires afin de soulager les symptomes et
améliorer la qualité de vie des patients atteints de la MC, notamment concernant le mode d’administration de
ces molécules pour maximiser leurs effets au niveau intestinal, sans qu’elles soient détruites plus haut dans le

tractus digestif (Yang et al., 2023).
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Chapitre I1 : Escherichia coli adhérents et invasifs (AIEC)
associés la maladie de Crohn

II.1 Présentation du pathovar AIEC associé a la maladie de Crohn

I1.1.1 Définition

Une augmentation de la prévalence de souche particuliere d’E. coli a été rapportée chez les patients atteints
de la MC (Darfeuille-Michaud et al., 2004). Ces souches ne présentent aucun facteur de virulence retrouvé
chez d’autres pathotypes d’E. coli responsables de diarrhées aigiies. Ainsi, il y a 25 ans, un nouveau pathovar
a été défini et dénommé AIEC pour « adherent-invasive E. coli » (Darfeuille-Michaud et al., 1998; Boudeau
et al., 1999). Les AIEC ont la capacité d’adhérer et d’envahir les CEI ainsi que de survivre et se répliquer en
macrophages induisant la sécrétion de TNF-o¢ par ces derniers, sans engendrer de mort cellulaire (Boudeau
et al., 1999; Glasser et al., 2001). Depuis cette définition, d’autres propriétés des AIEC ont été mises en avant,
telles que leur capacité a perturber la fonction barriere de I’épithélium (Sasaki et al., 2007; Denizot et al., 2012),
a moduler le microbiote intestinal (Chassaing et al., 2014; Martinez-Medina et al., 2014; Agus et al., 2016) et a
former des biofilms extracellulaires (Martinez-Medina et al., 2009b) ou intracellulaires (Prudent et al., 2021).
Les AIEC sont des pathobiontes, c’est-a-dire des bactéries commensales ou pathogénes opportunistes ayant
acquis des mutations patho-adaptatives au cours de leur évolution. Les AIEC tirent avantage de prédispositions
génétiques et/ou d’un environnement intestinal particulier pour coloniser la muqueuse intestinale et induire ou
exacerber I’inflammation. En effet, les AIEC jouent un role dans I’induction et/ou le maintien de I’inflammation
intestinale dans des modeles pré-cliniques de la MC, renforcant leur implication dans la pathogenese de cette

maladie (Carvalho et al., 2009; Chassaing et al., 2014; Bretin et al., 2018; Schmitz et al., 2019).

I1.1.2 Prévalence

Les AIEC sont principalement associés a I’iléon plutdt qu’au cdlon, et leur prévalence fluctue entre 21 a
62 % chez les patients atteints de la MC contre 0 a 19 % chez les patients contrdles, signifiant donc que les
individus sains peuvent étre porteurs de souches AIEC sans pour autant développer la MC (Darfeuille-Michaud
et al., 2004; Baumgart et al., 2007; Martinez-Medina et al., 2009a; Raso et al., 2011; O’Brien et al., 2017). Par
ailleurs, certains génotypes d’E. coli sont plus fréquemment associés aux lésions iléales de la MC (Masseret

etal., 2001) et chaque patient pourraient héberger plusieurs souches d’E. coli (Tyakht et al., 2018). Deux méta-
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FIGURE 21 : Protocole d’identification des patients porteurs d’AIEC a partir des biopsies.

Apres réception des biopsies des patients en cryotubes, la caractérisation du statut AIEC des patients est réalisée
en plusieurs étapes : (1) dénombrement des Entérobactéries associées aux biopsies, (2) test d’invasion des
souches en mélange en cellules épithéliales intestinales I-407, et (3) test de caractérisation bactérienne.
Abréviations : AIEC : adherent-invasive Escherichia coli, DAEC : diffusely adherent Escherichia coli strain.



Chapitre 2 : Escherichia coli adhérents et invasifs (AIEC) associés la maladie de Crohn

analyses récentes ont révélé que la prévalence des AIEC est de 29 % chez les patients atteints de la MC contre
9 % chez les sujets contrdles (Kamali Dolatabadi et al., 2021; Nadalian et al., 2021). De plus, il a été récemment
montré que la présence d’ AIEC au niveau de la piece opératoire de patients atteints de la MC prédit la récurrence
endoscopique 6 mois post-opératoire. De méme, leur présence au niveau de I’iléon terminal des patients 6 mois
post-opératoire est associée a un taux plus élevé de 1ésions iléales précoces, suggérant que les AIEC pourraient

étre impliquées dans I’initiation ou les phases précoces de la MC (Buisson et al., 2023).

I1.1.3 Identification des AIEC

A ce jour, aucun géne ou marqueur moléculaire spécifique et commun aux AIEC n’a été mis en évidence,
ce qui rend difficile leur identification chez les patients atteints de la MC porteurs d’ AIEC (O’Brien et al., 2017).
Une étude de génomique a élaboré un algorithme a partir de 1’identification de SNP dans le génome des AIEC
par rapport aux souches non-AIEC, prédisant le phénotype AIEC avec une précision de 84 % (Camprubi-Font
et al., 2018). Toutefois, sur d’autres collections de souches AIEC issues de différentes cohortes, la précision
de la prédiction chute a 61 % (Camprubi-Font et al., 2018, 2020). De plus, comparativement aux souches non-
AIEC, il a été révélé que les souches AIEC présentent une prévalence plus élevée du gene pic, impliqué dans la
capacité d’invasion des souches, ainsi qu’une résistance plus importante a I’ampicilline (Camprubi-Font et al.,
2020). Une étude plus récente s’intéressant aux OMP (outer membrane protein) des AIEC et d’une souche d’E.
coli commensale a identifié trois genes : fitA, eefC et chuA, qui pourraient étre de potentiels bio-marqueurs des
AIEC (Saitz et al., 2022). Toutefois, d’autres études sont nécessaires afin de valider ces potentiels marqueurs

dans d’autres collections de souches AIEC.

Par conséquent, actuellement, le seul moyen d’identifier les patients porteurs d’ AIEC repose toujours sur
un processus chronophage. Brievement, les biopsies iléales de patient sont broyées et étalées sur des géloses
sélectives Drigalski qui permettent 1’isolement des Entérobactéries. Apres une incubation a 37°C pendant 24h,
45 colonies sont repiquées et testées en mélange sur des CEI 1-407 afin d’évaluer leur capacité d’adhésion
et d’invasion par un test de protection a la gentamicine. Les souches présentant un pourcentage d’invasion
supérieur a 10 % de celui de la souche de référence AIEC LF82, sont considérées comme « invasives », et 5
d’entre elles sont ensuite identifiées par PCR et spectrométrie de masse (Figure 21) (Darfeuille-Michaud et al.,
1998, 2004). Isolée au niveau d’une 1ésion iléale chronique chez un patient atteint de la MC, la souche d’E. coli
LF82 est la souche AIEC de référence principalement étudiée au laboratoire (Darfeuille-Michaud et al., 1998,

2004).

Une étude récente a révélé une méthode plus rapide et moins invasive pour détecter les AIEC chez les
patients atteints de la MC. En effet, il a été rapporté que le taux d’anticorps sériques totaux anti-E. coli est plus

élevé chez les patients porteurs d’ AIEC que chez les patients non porteurs. Ainsi, le taux de ces anticorps semble
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étre un bio-marqueur pertinent pour identifier les patients atteints de la MC porteurs d’ AIEC (Buisson et al.,
2021). Enfin, une étude impliquant des patients atteints de la MC appelée « MOlecular Blomarkers and Adherent
and Invasive Escherichia coli (AIEC) Detection Study in Crohn’s Disease Patients » (MOBIDIC) est en cours
pour évaluer la relation entre les bio-marqueurs non invasifs et la détection des AIEC dans les biopsies intesti-
nales. L’ objectif est de développer un algorithme prédictif du portage AIEC, cependant les résultats de cet essai

n’ont pas encore été publiés (NCT02882841).
II.2 Caractéristiques des AIEC

Les bactéries AIEC ont fait I’objet de nombreuses études afin d’élucider leur role dans I’étiologie de la
MC. Dans ce contexte, différents facteurs de virulence ont été identifiés, permettant aux AIEC par exemple,
d’accéder a 1’épithélium intestinal (vat-AIEC, fliC, arlA, arlC), d’adhérer et d’envahir les CEI (fimH, chiA,
yfgL, ompA, ibeA), de survivre en macrophages (htrA, dsbA, gipA) ou de leur procurer un avantage sélectif dans

I’environnement intestinal (pduC, chuA) (Palmela et al., 2018).

I1.2.1 Traversée de la couche de mucus par les AIEC

La couche protectrice de mucus qui recouvre la surface de I’épithélium intestinal joue un role central dans
la protection contre de nombreux pathogenes intestinaux tels que Shigella flexneri, Yersinia enterocolitica et
Salmonella enterica (Josenhans et al., 2020). Elle est composée de glycoprotéines formant un gel appelées
mucines, sécrétées par des cellules caliciformes spécialisées (Forstner, 1995). Les structures glucidiques des
mucines sont ciblées par les bactéries pathogenes pour leur fixation sur la muqueuse intestinale, évitant ainsi
leur élimination par le transit naturel (Derrien et al., 2010). Chez les patients atteints de la MC, la couche de
mucus est essentiellement continue et comparable a une muqueuse de patients sains. Toutefois, une expression
et une glycosylation anormale des mucines ont été observées, rendant la couche de mucus plus pénétrable
par les bactéries commensales et pathogenes (Buisine et al., 2001; Moehle et al., 2006; Strugala et al., 2008;
Dorofeyev et al., 2013; Sicard et al., 2017). Une étude in vitro sur des CEI a révélé que I’infection par la souche
AIEC LF82 diminue I’expression de deux mucines, MUC2 et MUCS5A (Elatrech et al., 2015). Par ailleurs,
il a été montré que les AIEC sécrétent la mucinase Vat-AIEC, dont I’expression est régulée par les acides
biliaires et les mucines, leur permettant de dégrader et traverser la couche de mucus, en diminuant sa viscosité,
pour atteindre et coloniser les CEI (Gibold et al., 2016). De plus, I’expression de cette mucinase confere aux
AIEC une meilleure capacité a coloniser le tube digestif des souris CEABAC10 (Carvalho et al., 2009; Gibold
et al., 2016). Les souris CEABAC10, mimant la susceptibilité a développer la MC, surexpriment le récepteur
CEACAMBG (carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 6) humain au niveau colique (Carvalho

et al., 2008).
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FIGURE 22 : Mécanismes de virulence et de colonisation des AIEC dans I’intestin.

(1) Les LPF (long polar fimbriae) des AIEC se lient a la glycoprotéine 2 (GP2) de la surface cellulaire afin d’uti-
liser les cellules M comme porte d’entrée dans la lamina propria par transcytose. (2) Les AIEC sont capables
de moduler I’expression des protéines des jonctions serrées afin d’altérer la fonction barriere de I’épithélium
intestinal. (3) Les AIEC envahissent les cellules épithéliales intestinales (CEI) a 1’aide des pili de type 1. La
forte affinité de la sous-unité FimH pour le récepteur cellulaire CEACAMG6 augmente la capacité d’invasion
des AIEC. Une fois a I'intérieur des CEI, les cellules AIEC lysent la vacuole d’endocytose et survivent dans
la cellule en se répliquant dans le cytoplasme. La protéine OmpA, qui compose les OMYV, a une forte affinité
pour la protéine Gp96 de la surface cellulaire, ce qui permet aux OMV de potentiellement délivrer des effec-
teurs bactériens dans les CEIL (4) Les AIEC sont capables d’acquérir le fer, un métabolite essentiel, a partir
de I’environnement intestinal, par la libération de plusieurs types de sidérophores qui échappent & I’immunité
nutritionnelle de 1I’hote et entrent en compétition avec d’autres bactéries. (5) Certaines souches AIEC sont ré-
sistantes aux peptides anti-microbiens libérés par les cellules de Paneth de I’hote, grace aux genes arlA et arlC,
permettant une meilleure colonisation de I’intestin. (6) Les AIEC sont capables de former des biofilms résistants
a la surface de I’épithélium intestinal qui peuvent favoriser la colonisation a long terme et la persistance dans
I’intestin. (7) Une fois dans la lamina propria, les AIEC sont engloutis par les macrophages, ce qui déclenche
une réponse inflammatoire médiée par la libération de TNF-a. Apres phagocytose, les AIEC survivent et se
répliquent dans les macrophages en persistant dans le phagolysosome via la formation de biofilms. Adaptée de
(Zangara et al., 2023).

Abréviations : CEACAMG : carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 6, OMV : outer mem-

brane vesicle.



Chapitre 2 : Escherichia coli adhérents et invasifs (AIEC) associés la maladie de Crohn

Par ailleurs, certaines souches AIEC peuvent résister aux peptides anti-microbiens (défensines) présents
dans la couche de mucus et impliqués dans le maintien de I’homéostasie intestinale en éliminant les bactéries
(Zasloft, 2002). En effet, McPhee et co-auteurs ont identifié deux genes, arlA et arlC, impliqués dans la résis-
tance aux peptides anti-microbiens dans la souche AIEC NRG857c¢ isolée chez un patient atteint de la MC. Le
gene arlA code pour une protéine de la famille Mig-14 impliquée dans la résistance aux défensines et arl/C code

pour une protéase de la membrane externe (Figure 22) (McPhee et al., 2014).

I1.2.2 Adhésion des AIEC aux cellules épithéliales intestinales

Une fois la couche de mucus traversée, les AIEC arrivent au contact de I’épithélium intestinal. Les AIEC
vont adhérer fortement aux CEI, avant de les envahir et de rejoindre le compartiment sous-muqueux. Lors d’une
inflammation intestinale, la barriére épithéliale est altérée et des récepteurs spécifiques sont anormalement

exprimés au niveau de cet épithélium, favorisant la colonisation par les AIEC (Smith et al., 2013).

11.2.2.1 Interaction FimH-CEACAMG6

Différentes stratégies sont développées par les AIEC pour interagir et envahir les CEI. Actuellement,
I’interaction la plus caractérisée est I’interaction entre FimH des AIEC et la protéine CEACAMG6 de la cellule
hote. FimH est I’adhésine située a 1’extrémité des pili de type I permettant 1’adhésion des bactéries aux CEI
et I’invasion des cellules hotes (Figure 23) (Boudeau et al., 2001). CEACAMSG6, quant a lui, est un récepteur
fortement exprimé au niveau de la muqueuse iléale 1ésée chez 35 % des patients atteints de la MC, alors qu’il
n’est pas exprimé en conditions physiologiques (Barnich et al., 2007; Barnich and Darfeuille-Michaud, 2010).
Ainsi, les AIEC interagissent avec les résidus mannosylés présents sur CEACAMSG6 via FimH. Cette interaction
est facilitée par des mutations patho-adaptatives dans le gene fimH, conférant aux AIEC une forte capacité
d’adhésion a I’épithélium intestinal et une résistance a 1I’élimination par le péristaltisme intestinal (Dreux et al.,
2013). Plus récemment, une étude a montré que les glycanes oligomannoses exposés a la surface des cellules
en apoptose sont les cibles de liaison des AIEC, favorisant d’avantage la colonisation par les AIEC. Enfin,
les auteurs ont également identifié deux glycanes oligomannoses (Asn-197 et Asn-224) sur CEACAMS6 qui

pourraient étre de potentiels récepteurs pour FimH (Dumych et al., 2018).

11.2.2.2 Interaction ChiA-CHI3L1

L’adhésion des AIEC a I’épithélium de 1’hote est également médiée par I'interaction entre ChiA et la
protéine CHI3L1 de I’héte (Mizoguchi, 2006; Chen et al., 2011). Le gene bactérien chiA, codant pour une
chitinase, a été identifié chez les AIEC comme étant impliqué dans I’interaction avec les CEI. Cinq polymor-
phismes conservés au sein du géne chiA ont été identifiés dans des souches d’E. coli pathogenes par rapport
aux souches d’E. coli non pathogenes, indiquant que ces polymorphismes seraient associés a la virulence des

AIEC via leur liaison accrue & CHI3L1 (Low et al., 2013). La protéine CHI3L1 contient un domaine de liaison
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FIGURE 23 : Production de flagelle et de pili de type I par la souche AIEC LF82 sauvage.

Observation des flagelles et des pili de type I produits par la souche AIEC LF82 sauvage (a gauche) par micro-
scopie électronique a transmission. Au contraire, la souche AIEC LF82 délétée pour fimH (a droite) n’est plus
capable de produire des flagelles et des pili de type I (x 40 000). Adaptée de (Dreux et al., 2013).

Souche AIEC parentale Souche AIEC hypermotile
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FIGURE 24 : Evolution et adaptation des AIEC a I’héte avec la sélection d’un profil hypermotile.
Observation des flagelles produits par la souche AIEC parentale (a gauche) et par la souche AIEC hypermotile
(a droite) par microscopie électronique. La souche AIEC hypermotile possede plus de flagelles, et ces derniers

sont plus longs que ceux produits par la souche parentale - échelle : 1 pm. Adaptée de (Elhenawy et al., 2019).
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a la chitine et est principalement surexprimée par les CEI et les macrophages de la lamina propria lors d’une
inflammation intestinale (Mizoguchi, 2006; Chen et al., 2011), facilitant 1’adhésion et 1’internalisation des
bactéries et aggravant la colite dans un modele murin (Mizoguchi, 2006). Ainsi, I’interaction est médiée par le
domaine de liaison a la chitine de ChiA, qui reconnait CHI3L1, et plus spécifiquement, la N-glycosylation du

résidu asparagine 68 (Figure 22) (Low et al., 2013).

I1.2.2.3 Production de flagelles par les AIEC

Exprimés en présence d’acides biliaires ou de mucines, les flagelles sont des éléments retrouvés a la sur-
face des AIEC permettant la locomotion et la mobilité bactérienne afin de traverser la couche de mucus pour
atteindre 1’épithélium intestinal, ainsi que d’adhérer et d’envahir les CEI (Barnich et al., 2003; Sevrin et al.,
2020). En effet, le mutant isogénique de la souche AIEC LF82 délété du gene fliC, codant pour la flagelline
FliC, composant majeur du flagelle, n’exprime plus que quelques pili de type I et n’est plus capable d’adhé-
rer ni d’envahir les CEI en culture (Barnich et al., 2003), ni de traverser la couche de mucus chez des souris
mono-colonisées (Sevrin et al., 2020). Il a également été révélé que les AIEC sont capables de réguler finement
la production de leurs flagelles dans I’environnement intestinal. En effet, au contact de 1’épithélium intesti-
nal, ’expression de fliC est inhibée, permettant aux AIEC de persister durablement dans le tractus digestif en
évitant une hyper-activation du systeéme immunitaire (Sevrin et al., 2020). Enfin, une étude a rapporté que la
transmission naturelle entre souris a conduit a I’évolution et a la sélection de souches AIEC ayant un phéno-
type hypermotile (Figure 24). Le séquencage du génome a révélé que I’hypermotilité des souches est due a
I'intégration d’une séquence d’insertion mobile, renfor¢ant I’invasion des AIEC. De plus, contrairement a une
souche sauvage, une souche AIEC surexprimant de fagon constitutive fliC, induit une réponse inflammatoire

incontrdlée chez la souris conduisant a la clairance rapide des AIEC dans I’intestin (Elhenawy et al., 2019).

I1.2.2.4 Interaction OmpA-Gp96

Certaines bactéries a Gram négatif produisent des vésicules par bourgeonnement de leur membrane ex-
terne, appelées OMV (outer membrane vesicle), leur permettant d’interagir avec d’autres cellules procaryotes
ou des cellules eucaryotes (Jan, 2017). Composées de LPS, de protéines de membrane externe et périplas-
miques et de phospholipides, ces vésicules sont capables de transporter des toxines, des adhésines, des acides
nucléiques et des composés immunomodulateurs affectant les cellules hotes (Figure 25) (Jan, 2017). Comme la
majorité des bactéries pathogenes (Wai et al., 1995; Horstman and Kuehn, 2002), 1a souche AIEC LF82 produit
des OMYV, de facon dépendante du gene yfgl (Rolhion et al., 2005). OmpA (outer membrane protein A), une
protéine de surface des OMYV, interagit avec le récepteur cellulaire Gp96 de 1’hdte qui est fortement exprimé au
pole apical des CEI de I’iléon des patients atteints de la MC. L’interaction entre OmpA et Gp96 facilite I’entrée
des AIEC et la fusion des OMV avec les CEI, induisant ainsi la libération dans la cellule hote de protéines et

molécules qui restent encore a identifier (Figure 22) (Rolhion et al., 2010, 2011).
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FIGURE 25 : Vésicules de membrane externe (OMYV) observées par microscopie électronique a transmis-
sion.

(A) OMV isolées, purifiées et colorées négativement a partir de surnageants de culture de Pseudomonas aeru-
ginosa - échelle : 250 nm. (B) Coupe d’une bactérie a Gram négatif isolée au sein d’un biofilm d’eau douce
libérant une quantité importante d’OMYV - échelle : 1 um. (C) Coupe de P. aeruginosa montrant le développe-
ment des OMV avant d’étre libérées par la cellule dans le milieu extracellulaire - échelle : 250 nm. Adaptée de
(Beveridge, 1999).
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11.2.2.5 Interaction LPF-cellules M

Les LPF (long polar fimbriae) sont de longues structures filamenteuses présentes aux pdles de la bacté-
rie indispensables pour I’adhésion des AIEC aux cellules M, cellules épithéliales spécifiques a la surface des
plaques de Peyer, qui favoriseraient la translocation des AIEC vers la lamina propria (Chassaing et al., 2011,
2013; Keita et al., 2020). En effet, une étude a démontré que la souche AIEC LF82 est capable d’interagir avec
les plaques de Peyer humaines ou murines isolées, via les LPF, et de transloquer a travers des monocouches
de cellules M. Cette étude a également rapporté que la prévalence des souches AIEC possédant 1’opéron Ipf
est plus élevée chez les patients atteints de la MC que chez les patients contrdles (Chassaing et al., 2011). Les
AIEC se lient aux cellules M via I’interaction entre les LPF et la glycoprotéine 2 (GP2), exprimée sur la mem-
brane apicale des cellules M, favorisant la réponse immunitaire mucosale contre les AIEC. Un défaut de GP2
de I’hdte modifie la transcytose des bactéries possédant les pili de type I a travers les cellules M et réduit la
réponse immunitaire des plaques de Peyer, démontrant que GP2 sert de récepteur pour la transcytose (Figure

22) (Hase et al., 2009).

Enfin, la délétion du géne gipA (growth in Peyer’s patches), gene favorisant la réplication intra-macropha-
gique et la survie bactérienne dans les plaques de Peyer, abolit la capacité de la souche AIEC LF82 a interagir
avec et envahir les plaques de Peyer, mais également a transloquer a travers la barriere intestinale in vitro et in

vivo dans le modele murin CEACACI10 (Vazeille et al., 2016).

11.2.2.6 Formation de biofilms

Les biofilms sont des communautés de bactéries attachées a des surfaces et maintenues ensemble par une
matrice extracellulaire auto-produite composée de diverses molécules d’ADN extracellulaire, de protéines et
de polysaccharides, selon I’espece bactérienne (Joo and Otto, 2012). La formation de biofilms confere aux bac-
téries une résistante plus élevée aux antibiotiques et a la clairance par le systeme immunitaire. En présence de
signaux environnementaux spécifiques, les bactéries peuvent alors se disséminer a partir de leurs biofilms, dé-
clenchant une réponse pro-inflammatoire dans 1’intestin et provoquant des phases de poussées caractéristiques
de la MC (Mansour et al., 2023). La capacité des AIEC a former des biofilms a la surface des CEI (Martinez-
Medina et al., 2009b) a été montré dans un modele pré-clinique murin (Elhenawy et al., 2021). En effet, cette
capacité nécessite le facteur bactérien oE, codé par le géne rpoE (Chassaing and Darfeuille-Michaud, 2013),
qui est activé en réponse a divers stress liés a la production ou au repliement des protéines de 1’enveloppe bac-
térienne, comme la pression osmotique rencontrée dans le tractus digestif (Rolhion et al., 2007). Le facteur cE
régule également 1’expression de 1’opéron waaWVL nécessaire a la formation de biofilms et & la colonisation

de la muqueuse intestinale par les AIEC (Figure 22) (Chassaing et al., 2015a).
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FIGURE 26 : Cellules épithéliales Hep-2 infectées par la souche AIEC LF82 observées par microscopie
électronique a transmission.

(A) Adhésion et invasion de la souche AIEC LF82 aux cellules épithéliales Hep-2 a 5 heures post-infection (x
6 200). (B) Formation d’élongations membranaires par les cellules Hep-2 qui englobent les bactéries adhérentes
pour leur internalisation a 3 heures post-infection (x 21 600). Adaptée de (Boudeau et al., 1999).
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I1.2.3 Invasion des cellules épithéliales intestinales par les AIEC

Apres avoir traversé la couche de mucus et adhéré aux CEI, les AIEC peuvent également envahir, persister,
voire méme se répliquer dans les CEI. Certaines souches AIEC sécrétent I’invasine IbeA qui est une protéine
de la membrane externe interagissant avec les récepteurs de I’hote telle que la vimentine. IbeA est essentielle
dans le processus d’invasion des AIEC et est actuellement la seule invasine caractérisée chez les AIEC. In vitro,
la délétion de ibeA dans une souche AIEC altere sa capacité a envahir les CEI, les cellules M, et a survivre dans
les macrophages, sans affecter sa capacité d’adhésion (Cieza et al., 2015). De fagon intéressante, ces résultats
ont été confirmés par une analyse récente du transcriptome in vivo des AIEC, qui a révélé que 1’expression du

gene ibeA est régulée positivement au début de la phase d’infection de I’hdte (Elhenawy et al., 2021).

De plus, I’internalisation de la souche AIEC LF82 dans les CEI requiert le recrutement des microtubules
et une polymérisation active de I’actine afin de former des élongations membranaires a la surface des cellules
infectées, englobant ainsi les bactéries adhérentes (Figure 26) (Boudeau et al., 1999). Des structures morpho-
logiques similaires ont également été observées lors de la macropinocytose induite par Shigella ou Salmonella,
via leur T3SS (Dunn and Valdivia, 2010). L’analyse du génome de la souche AIEC LF82 a permis de mettre
en évidence que de multiples souches AIEC possédent des genes codant pour les composants de deux systémes
de sécrétion de type VI (T6SS, type 6 secretion system) (Miquel et al., 2010). Initialement décrit pour son rdle
dans la compétition inter-bactérienne, le T6SS est actuellement connu pour étre impliqué dans 1’augmentation
de la multiplication bactérienne en macrophages, la diminution des réponses immunitaires de 1’hdte ou encore
I’interaction avec le systeme de microtubules de 1’hdte, favorisant I’internalisation des bactéries dans les cel-
lules hotes (Navarro-Garcia et al., 2019). Toutefois, le role de ces deux T6SS dans la pathogénése des AIEC

reste encore a élucider.

Récemment, I'utilisation de la technique de séquencage TIS (transposon-insertion sequencing) également
appelée Tn-Seq (transposon sequencing), a permis a Elhenawy et co-auteurs de découvrir que les AIEC utilisent
un T4SS (type 4 secretion system) essentiel pour la formation de biofilms a la surface des CEI (Elhenawy et al.,
2021). En effet, la souche AIEC NRG857c délétée pour le T4SS est incapable de coloniser ou de persister
dans I’intestin de souris sauvages, et de s’agréger et de former des micro-colonies a la surface des CEI in
vitro, contrairement a la souche sauvage. Ainsi, ces résultats suggerent que la formation de biofilms médiée
par le T4SS favorise la colonisation stable de I’hdte par les AIEC et que cela peut étre un élément important
de la persistance des AIEC. De fagon intéressante, 1’opéron tra codant pour le T4SS est significativement
enrichi dans le microbiote des patients atteints de la MC par rapport aux patients contrdles (Elhenawy et al.,
2021). Cependant, I’opéron tra n’est présent que dans 12 souches AIEC sur les 40 analysées, suggérant la
présence de régulateurs supplémentaires dans la formation de biofilms pour permettre aux AIEC sans T4SS

d’étre compétitifs (Elhenawy et al., 2021).
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FIGURE 27 : Altération de la fonction barriere de I’épithélium intestinal par la souche AIEC LF82.
L’infection des cellules Caco-2 différenciées par la souche AIEC LF82 induit une déstabilisation des jonctions
serrées visualisée par la redistribution des protéines ZO-1 (zonula occluden) (en rouge, panel du haut) et E-
cadhérine (en rouge, panel du bas), comparativement a la condition non infectée. Le cytosquelette d’actine est
marqué en vert - échelle : 10 um. Adaptée de (Sasaki et al., 2007).
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FIGURE 28 : Expression de claudine-2 et de CEACAMG6 dans les biopsies iléales de patients atteints de
la maladie de Crohn.

Coloration immunohistochimique (a-c) de la claudine-2 et (d-f) de CEACAMS6 sur des biopsies iléales de
patients contrdles (a,d), de patients atteints de la MC en phase quiescente (b,e) ou de patients atteints de la MC
en phase d’inflammation aigué (c,f) (x 400). Adaptée de (Denizot et al., 2012).
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I1.2.4 Déstabilisation de la fonction barriére de I’épithélium par les AIEC

Les CEI sont inter-connectées par des jonctions serrées et des protéines de jonction adhérentes pour créer
une barriere sélectivement perméable essentielle pour protéger 1’hote contre les bactéries pathogenes et leurs
toxines (Turner, 2009; Peterson and Artis, 2014). Un déficit de la fonction barriere est fréquemment observé
chez les patients atteints de la MC et est prédictif de rechutes (Michielan and D’Inca, 2015). Ainsi, différentes
études se sont intéressées aux conséquences de 1’infection par les AIEC sur la fonction barriere de I’épithélium

intestinal.

En effet, des défauts de fonction et de structure des protéines de jonction ont été constatés chez les patients
atteints de la MC et en modeles murins de MICI (Landy et al., 2016). D une part, in vitro, il a été rapporté
que I'infection par des AIEC isolés de patients atteints de la MC induit une diminution de I’expression des
protéines de jonctions serrées ZO-1 et E-cadhérine, une désorganisation de la F-actine ainsi que la diminution
de la résistance électrique trans-épithéliale d’une monocouche de CEI (Figure 27) (Sasaki et al., 2007; Wine
etal., 2009). D’autre part, chez les souris CEABACI10, I'infection par les AIEC entralne une augmentation de la
perméabilité intestinale et I’'induction de I’expression de la claudine-2 formant des pores dans les CEI, altérant
ainsi 'intégrité de la muqueuse intestinale (Figure 22). Cette étude a également rapporté une surexpression
de la claudine-2 et de CEACAMG6 dans des biopsies iléales de patients atteints de la MC en phase active ou
quiescente (Figure 28) (Denizot et al., 2012). En outre, les souris CEABAC10 sont trés sensibles a la colite
induite au DSS et présentent une augmentation anormale de la perméabilité intestinale sans signe d’inflamma-
tion, confirmant un défaut de barriere a I’état d’équilibre lors de la surexpression de CEACAMG6 (Denizot et al.,
2012). Par conséquent, ces résultats suggerent que les AIEC et la surexpression de CEACAMG6 sont impliqués
dans I’augmentation de la perméabilité observée chez les patients atteints de la MC, altérant I’intégrité de la

muqueuse.

Enfin, un régime riche en graisses et une carence en vitamine D sont également associés a une altération de
la fonction barriere. Un régime riche en graisses et en sucres favorise la colonisation par les AIEC (Martinez-
Medina et al., 2014) et une carence en vitamine D prédispose au dysfonctionnement de la barriere induite par

les AIEC (Assa et al., 2015).

I1.2.5 Survie et réplication des AIEC dans les cellules immunitaires

Les AIEC expriment différents génes clés qui favorisent leur survie ainsi que leur réplication dans un en-
vironnement spécifique, tels que les macrophages. Les macrophages sont des cellules immunitaires qui limitent
la dissémination bactérienne par phagocytose et par présentation d’antigenes pour activer les cellules immuni-
taires adaptatives (Steinbach and Plevy, 2014). Chez les patients atteints de la MC, les macrophages se trouvent

en plus grand nombre dans les tissus enflammés (Naser et al., 2011).
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FIGURE 29 : Macrophages J774-A1 et THP1 infectés par la souche AIEC LF82.

(A-C) Macrophages murins J774-A1 infectés par la souche AIEC LF82 observés par microscopie électronique a
transmission. (A) A 1 heure post-infection, les bactéries AIEC LF82 sont internalisées dans un autophagosome
(x 7200). (B) A 8 heures post-infection, les bactéries AIEC LF82 sont capables de survivre et de se répliquer,
augmentant la taille des vacuoles (x 7 200). (C) A 24 heures post-infection, les bactéries AIEC LF82 se trouvent
dans une large et unique vacuole apres fusion des phagosomes entre eux (x 7 200). Adaptée de (Glasser
et al., 2001). (D) Macrophages dérivés des monocytes THP-1 infectés par la souche AIEC LF82 observés par
microscopie confocale. Macrophages marqués par 1’actine (en violet) infectés par la souche AIEC LF82-GFP
(en vert) a 24 heures post-infection - échelle : 5 um. Adaptée de (Demarre et al., 2019).
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Apres phagocytose par les macrophages murins J774, les souches AIEC isolées de patients atteints de
la MC peuvent survivre et se répliquer, tout en résistant a I’activité bactéricide de ces cellules pendant au
moins cing jours, sans induire la mort des macrophages infectés qui sécretent des taux importants de TNF-o
(Figure 29). Les capacités des AIEC a survivre et a se répliquer dans les macrophages sont dues a I’induction
des genes htrA, dsbA, hfg et gipA dans la vacuole phagocytaire (Glasser et al., 2001). Les genes htrA et dsbA
codant respectivement pour une protéine de résistance a un stress (Bringer et al., 2005) et une oxydoréductase
(Bringer et al., 2007), contribuent a la survie et a la réplication des AIEC intra-macrophagiques. Les genes
hfq et gipA codant respectivement pour une chaperonne a ARN essentielle pour I’adaptation des bactéries a un
stress chimique (Simonsen et al., 2011) et un facteur permettant la colonisation des plaques de Peyer (Vazeille
et al., 2016), facilitent également la réplication et la survie des AIEC en macrophages. Par ailleurs, dans les
macrophages dérivés de monocytes de patients atteints de la MC, la souche AIEC LF82 se réplique de facon
plus importante que dans les macrophages isolés de patients contrdles (Vazeille et al., 2015). De plus, il a été
rapporté qu’un défaut de I’autophagie dans les macrophages isolés de patients atteints de la MC est associé a
une augmentation de la réplication intracellulaire des AIEC (Buisson et al., 2019). Enfin, contrairement a ce qui
a été constaté dans les macrophages ou les CEI, une étude a démontré que la souche AIEC LF82 peut également
envahir et se répliquer au sein des neutrophiles humains entrainant leur mort cellulaire par 1’autophagie (Chargui

etal., 2012).

De plus, des travaux réalisés sur des macrophages murins ont révélé que la souche AIEC LF82 prolifere
dans une vacuole possédant les caractéristiques d’un phagolysosome mature (Bringer et al., 2006; Lapaquette
et al., 2012). Toutefois, les mécanismes sous-jacents de 1’adaptation des AIEC a la survie et la réplication dans
les macrophages ne sont pas encore totalement compris. Il a ét€ montré qu’apres phagocytose de la souche
AIEC LF82 par les macrophages, les voies de stress bactérien peuvent agir comme signaux secondaires pour
ralentir la croissance bactérienne. L’activation de cette voie de stress dans les macrophages entraine des chan-
gements phénotypiques créant deux populations d’AIEC dans les phagolysosomes. En effet, une population
d’ AIEC continue de se répliquer, tandis que 1’autre persiste sans se répliquer et présente une tolérance accrue
aux composants du systéme immunitaire inné et aux antibiotiques, démontrant que les stress intracellulaires
peuvent créer une hétérogénéité phénotypique au sein de la souche AIEC LF82 (Demarre et al., 2019). Une
étude récente a révélé qu’apres Iarrét de la croissance bactérienne induit par le stress, la reprise de la réplica-
tion de la souche AIEC LF82 coincide avec la formation de biofilms intracellulaires composés d’une matrice
dans les phagolysosomes. Ceci favorise la persistance a long terme de la souche AIEC LF82 a I’intérieur des
macrophages, probablement par le biais de la capture du fer ou de I’évitement des systemes de défense innée
de I’hote (Figure 22) (Prudent et al., 2021). Par conséquent, ces données démontrent que les AIEC ont évolué
pour survivre et se répliquer dans les macrophages grace a I’acquisition d’une régulation spécifique des génes

et des réponses au stress essentiels pour leur survie dans des phagolysosomes.
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I1.2.6 Induction de la production de cytokines pro-inflammatoires par les AIEC

Plusieurs études ont rapporté que les AIEC activent les réponses pro-inflammatoires dans les cellules hotes.
Par exemple, 1’expression du flagelle est directement impliquée dans la réponse inflammatoire intestinale. En
effet, la flagelline est un motif moléculaire associé aux microbes (MAMP, microbe-associated molecular pat-
tern) reconnu par les récepteurs du systeme immunitaire inné : le récepteur transmembranaire TLRS, récepteur
de la flagelline bactérienne (Gewirtz et al., 2001), et le récepteur cytoplasmique NLRC4 (NLR family CARD4)
(Chassaing et al., 2014; Zhao and Shao, 2015). Le rdle pro-inflammatoire de la flagelline a été confirmé dans
un modele murin d’infection par les AIEC. Cette étude a constaté que I’infection par la souche AIEC LF§2
augmente I’expression de TLRS et NLRC4 et aggrave la colite induite par le DSS chez les souris, caractérisée
par de séveres dommages histo-pathologiques et une expression accrue de I'TL-1f et de I’TL-6 de fagon dépen-
dante de I’expression de la flagelline (Carvalho et al., 2008). De plus, chez les souris CEABAC10, la souche
AIEC LF82 persiste au niveau intestinal, provoquant une colite sévere caractérisée par une inflammation de la
mugqueuse avec une augmentation de la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires IL-18, IL-6 et IL-17 ainsi
qu’une diminution de la cytokine anti-inflammatoire IL-10 (Carvalho et al., 2009). De la méme maniere, il a été
démontré que I’infection par les AIEC de souris déficientes pour I’//-10 engendre une inflammation intestinale
chronique caractérisée par I’augmentation de la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires TNF-¢, IL-8, IL-6,
IL-12 et IL-13 au niveau intestinal et la production d’IFN-y et d’IL-17 par les cellules T CD4" (Guo et al.,
2018; Schmitz et al., 2019). Par ailleurs, chez des souris il-1 07, I’infection par la souche AIEC LF82 exacerbe
la colite et, contrairement aux souris non infectées, les souris infectées présentent une diminution du miARN
let7b, une expression accrue du récepteur TLR4, activé par le LPS, et une sécrétion accrue des cytokines pro-
inflammatoires IL-6, IL-8 et TNF-« dans les cellules épithéliales du cdlon (Guo et al., 2018). Enfin, in vitro,
les macrophages infectés par la souche AIEC LF82 sécretent de plus grande quantité de TNF-a, favorisant la
réplication intracellulaire des AIEC (Bringer et al., 2012). Cependant, il a été récemment rapporté que cette
réplication intracellulaire peut étre limitée par des anticorps anti-TNF-o dans les macrophages issus de patients
atteints de la MC, via la modulation I’expression de la Flotillin-1 et de CHI3L1 (Douadi et al., 2022). Enfin,
les cytokines pro-inflammatoires sont connues pour moduler la localisation et 1I’expression des protéines de
jonction, induisant une altération de la fonction barriere (Al-Sadi et al., 2009). Par conséquent, I’infection par
les AIEC altere la fonction barriére de 1’épithélium intestinal de fagon directe comme expliqué précédemment,

ou indirecte a travers la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires par les cellules infectées.

I1.2.7 Impact des AIEC sur le microbiote intestinal

L’altération du microbiote intestinal est une caractéristique de la MC et joue probablement un réle prin-
cipal dans la pathogenese de la maladie. Des études ont démontré que les AIEC peuvent avoir un effet sur la

composition globale du microbiote intestinal.
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FIGURE 30 : Impact d’un régime alimentaire de type occidental sur le microbiote fécal de souris CEA-
BAC10 ou sauvages.

Les souris CEABACI10 (carcinoembryonic antigen bacterial artificial chromosome 10) et sauvages ont été trai-
tées avec un régime conventionnel (Conv.) ou un régime riche en graisses et en sucres (HF/HS, high fat high
sugar) pendant 18 semaines (N = 5 par groupe Conv. et N = 6 par groupe HF/HS). Représentation de 1’analyse
en coordonnées principales (PCoA, prinicipal coordinate analysis) montrant le regroupement des souris en

fonction de la composition globale de leur microbiote fécal. Adaptée de (Agus et al., 2016).
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D’une part, I’infection par la souche AIEC LF82 de souris génétiquement prédisposées et déficientes pour
le gene codant la protéine EIF2AK4 (eukaryotic translation initiation factor 2 o kinase 4), également appelée
GCN2 (general control nonderepressible 2), induit un défaut de I’élimination des AIEC par I’autophagie (Bretin
et al., 2016) ainsi qu’une modification de la composition du microbiote, menant a une inflammation intestinale,

comparativement aux souris non infectées (Bretin et al., 2018).

D’autre part, les souris déficientes pour le géne 71r5 développent une colite spontanée en partie a cause de
leur incapacité a gérer les protéobactéries (Vijay-Kumar et al., 2007; Carvalho et al., 2012). En effet, dans ce
modele, des souris axéniques ont été infectées avec la souche AIEC LF82 avant d’étre placées dans un eviron-
nement classique permettant 1’implantation d’un microbiote complexe. L’infection de ces souris entraine une
inflammation intestinale chronique associée a des altérations de la composition du microbiote intestinal, avec
notamment une perte de la diversité microbienne ainsi qu’une augmentation de son potentiel pro-inflammatoire.
De plus, par rapport aux souris sauvages et #/r57 non infectées, des niveaux accrus de flagelline et de LPS ont
été retrouvés dans les feces de souris infectées, tous deux ayant un grand potentiel pour activer la réponse
immunitaire innée (Chassaing et al., 2014). De la méme maniére, I’infection par des AIEC de souris t/r57
possédant un microbiote controlé appelé ASF (altered schaedler flora, communauté de huit micro-organismes
dépourvus de bactéries pathogenes/pathobiontes qui coexistent dans I’intestin et favorisent le développement
d’un systéme immunitaire intestinal normal), engendre des altérations de la composition du microbiote intesti-

nal, caractérisées par des niveaux plus élevés de flagelline et de LPS (Chassaing and Gewirtz, 2018).

En outre, un changement de la composition du microbiote, avec une augmentation des Proteobacteria
et une réduction des Firmicutes, a été constaté chez des souris CEABACI10 ayant recu un régime de type
occidental riche en graisses et en sucres. La modification du microbiote intestinal a la suite de ce régime favorise
I’implantation des E. coli associés aux muqueuse iléales, caecales et coliques, ainsi que la colonisation par les
AIEC associés a la MC (Figure 30) (Agus et al., 2016). De facon intéressante, dans un modele murin de colite
induite au DSS, I'infection par les AIEC aggrave la dysbiose et rend les souris résistantes au rétablissement
du microbiote apres une transplantation fécale (Zhilu et al., 2021). Par ailleurs, dans une cohorte chinoise de
patients atteints de la MC, la présence des AIEC au niveau de I’iléon a été corrélée avec une dysbiose du
microbiote plus sévere, caractérisée par une diminution de la diversité et de I’abondance des Firmicutes (Zhilu
etal., 2021). Enfin, plus récemment, chez les patients atteints de la MC, une signature spécifique du microbiote
a été associée a la colonisation par les AIEC, avec un enrichissement de Ruminococcus gnavus (Buisson et al.,

2023).

En conclusion, ces différentes études indiquent que la colonisation intestinale par les AIEC impacte de
facon négative la composition du microbiote intestinal, et participerait au développement ainsi qu’au maintien
de la MC. Ces résultats suggerent donc que la prédisposition génétique de 1’hote peut aider les AIEC & induire

une inflammation chronique via 1’altération de la composition du microbiote intestinal.
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I1.2.8 Résistance des AIEC aux antibiotiques

Peu d’études se sont intéressées aux profils de résistance aux antibiotiques des souches AIEC. Les souches
d’E. coli isolées de patients atteints de la MC ont tendance a étre plus résistantes aux antibiotiques que les
souches d’E. coli provenant d’individus sains, ce qui est probablement li€¢ a 1’utilisation d’antibiotiques chez
les patients atteints de MICI (Martinez-Medina et al., 2020). Il a récemment été révélé que les souches AIEC
sont, en moyenne, résistantes a quatre antibiotiques ou plus, contre deux antibiotiques pour les souches non-
AIEC. De plus, la résistance aux antibiotiques f3-lactamines est plus fréquente chez les souches AIEC (50 %)
que chez les souches non-AIEC (22 %), tandis que la fréquence de résistance est similaire pour les tétracy-
clines, les aminosides et les quinolones (Dogan et al., 2013; Martinez-Medina et al., 2020). Enfin, définie par
la norme internationale proposée comme la non-sensibilité acquise a au moins un agent appartenant a trois ca-
tégories d’antibiotiques ou plus (Magiorakos et al., 2012), la multirésistance est deux fois plus fréquente dans
les souches AIEC (Martinez-Medina et al., 2020). Ainsi, de nombreuses souches AIEC satisfont a la définition

de « superbactéries ».

I1.3 Facteurs de I’hote régulant les capacités d’adhésion, d’invasion et de répli-

cation intracellulaire des AIEC

Les capacités d’adhésion, d’invasion et de survie des AIEC en CEI et en macrophages sont certainement
favorisées par des facteurs environnementaux et génétiques liés a 1’hote. En effet, dans le modele murin CEA-
BACI10, la colonisation des AIEC est facilitée apres 1’administration d’antibiotiques (Drouet et al., 2012), d’un
traitement au DSS induisant une colite (Carvalho et al., 2008) ou encore d’un régime riche en graisses et en
sucres (Martinez-Medina et al., 2014). Ainsi, ces différentes études mettent en lumiere le lien étroit entre les

facteurs génétiques, environnementaux et infectieux dans la pathogénese de la MC.

I1.3.1 Influence de I’alimentation sur la capacité de colonisation des AIEC

L’environnement intestinal peut étre impacté par 1’alimentation, notamment chez les personnes vivant dans
les pays développés et ayant un mode de vie occidental. Le régime alimentaire occidental, enrichi en graisses
saturées, en protéines animales, en acides gras polyinsaturés n-6 et en sucres raffinés, est associé a un risque
élevé de développer la MC (Chapman-Kiddell et al., 2010; Chiba et al., 2019; Levine et al., 2020). L’ objectif de
plusieurs études est de mieux appréhender 1’impact d’un régime HF/HS sur le micro-environnement intestinal
et sur I’infection par les AIEC. Chez les souris CEABACI1O, le régime HF/HS (utilisé comme un régime de type
occidental) induit une dysbiose avec un enrichissement important de la population d’E. coli. De plus, ce régime
augmente la perméabilité intestinale, diminue I’épaisseur de la couche de mucus ainsi que la concentration en

acides gras a chaines courtes. Par conséquent, le régime HF/HS induit une inflammation a bas bruit et facilite
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la colonisation de la muqueuse intestinale par les AIEC de maniere dépendante du microbiote (Martinez-
Medina et al., 2014; Agus et al., 2016). Les patients atteints de la MC présentent fréquemment des carences en
vitamines B9 et B12 (donneurs de groupements méthyles), favorisant I’expression de CEACAMBS et la coloni-
sation intestinale par les AIEC (Denizot et al., 2015). Ainsi, ces observations montrent que la composition du
régime alimentaire peut moduler I’expression de genes clés chez 1’hote, favorisant ainsi la colonisation par les

AIEC de la muqueuse intestinale.

I1.3.2 Protection des cellules épithéliales intestinales par I’hote

Les CEI peuvent se protéger de 1’invasion bactérienne grace a certains facteurs exprimés par I’hote. Par
exemple, la formation de biofilms par la souche AIEC LF82 est empéchée par le sucre N-acétylglucosamine
présent dans la couche de mucus, qui interagit avec NagC, un senseur bactérien impliqué dans la régulation de
la production des fimbriae de type I (Sicard et al., 2018). Par ailleurs, les CEI expriment plusieurs types d’endo-
et exoprotéases pour protéger I’hdte contre la colonisation bactérienne. Plus particulierement, la méprine induit
le clivage protéolytique des pili de type I de la souche AIEC LF82, réduisant ainsi sa capacité a se lier aux
résidus mannosylés sur les récepteurs de 1’hote. En effet, le pré-traitement de la souche AIEC LF82 avec de
la méprine diminue sa capacité d’adhésion et d’invasion aux CEI T84 (Vazeille et al., 2011). Cependant, une
réduction de I’expression de la méprine a été constatée chez les patients atteints de la MC et favoriserait la

colonisation de la muqueuse intestinale par les AIEC.

I1.3.3 Autophagie, mécanisme de défense de I’hote contre les infections

Les SNP dans des geénes de 1’autophagie comme /RGM, NOD2 ou ATGI6LI, qui sont associés a une
augmentation de la susceptibilité de développer la MC, entrainent un défaut d’élimination des bactéries intra-
cellulaires, contribuant ainsi au développement de I’inflammation de la muqueuse intestinale (Lapaquette et al.,

2017).

Au cours d’une infection bactérienne, le récepteur NOD2 interagit directement avec ATG16L1, induisant
le recrutement de la machinerie autophagique au site d’entrée des bactéries pour initier I’autophagie (Travassos
et al., 2010). Or, en présence des variants a risque de ces génes associés a la MC, I’interaction entre la protéine
NOD2 et ATG16L1 est altérée, ce qui empéche le recrutement de la machinerie autophagique et donc 1’élimina-
tion des bactéries intracellulaires (Travassos et al., 2010). De plus, lors d’une infection par les AIEC, I’ altération
de I’expression d’ATGI6L1 ou d’IRGM dans les macrophages THP-1 ou de NOD?2 dans des macrophages pé-
ritonéaux isolés de souris nod2”", conduit 4 une augmentation de la réplication intracellulaire des AIEC ainsi
que la sécrétion d’IL-6 et de TNF-o (Lapaquette et al., 2012). Enfin, une étude a montré que 1’infection par les
AIEC de cellules qui surexpriment NOD2 entraine une plus forte expression d’ATGI6L1, menant a la réduction

de la survie des AIEC ainsi que la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (Negroni et al., 2016).
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De la méme maniére, le contrdle de la réplication intracellulaire des AIEC dans les cellules épithéliales
est altéré par la présence des variants a risque ATGI6L173%4 (Lapaquette et al., 2010) ou IRGM33T (Brest
et al., 2011) associés a la MC. Les monocytes isolés de patients atteints de la MC porteurs du variant a risque
ATG16LIT?%4 ne sont pas capables d’éliminer les bactéries AIEC intracellulaires, contrairement aux patients
porteurs de 1’allele ATGI6L1 sauvage (Sadaghian Sadabad et al., 2015). En outre, il a été rapporté que des
polymorphismes dans les genes ULKI et IRGM dans les macrophages issus de patients atteints de la MC sont
liés a un dysfonctionnement de I’autophagie, et donc a un défaut dans le contréle de la réplication intracellulaire
des AIEC (Elliott et al., 2015; Vazeille et al., 2015; Buisson et al., 2019). Par conséquent, les AIEC peuvent
tirer profit d’un défaut de I’autophagie pour persister et se répliquer au sein des macrophages de patients atteints

de la MC, favorisant ainsi la réponse pro-inflammatoire.

Enfin, PTPN2 (protein tyrosine phosphatase non-receptor type 2), un autre géne de 1’autophagie, est éga-
lement impliqué dans la régulation de la fonction barriere et de la réponse inflammatoire. Une nouvelle souche
murine d’AIEC a été identifiée chez des souris déficientes pour Ptpn2, révélant I'importance de PTPN2 dans
le contrdle de I’expansion des AIEC (Scharl et al., 2009; Spalinger et al., 2016, 2018; Shawki et al., 2020). De
plus, la perte de PTPN2 dans les macrophages engendre une augmentation de I’entrée des bactéries ainsi qu’un
défaut de I’autophagie associé a une acidification anormale des lysosomes. Les souris déficientes pour Ptpn2
spécifiquement dans les cellules myéloides sont plus sensibles a I’infection par les AIEC (Spalinger et al.,
2021). L’interaction entre les AIEC et I’autophagie sera largement détaillée dans le Chapitre 3 : Autophagie de

ce manuscrit.
I1.4 Stratégies thérapeutiques ciblant les AIEC
I1.4.1 Inhibition de I’interaction entre les AIEC et I’épithélium intestinal

11.4.1.1 Probiotiques

Comme détaillé dans la section 1.6.2.2. Probiotiques, prébiotiques, post-biotiques et symbiotiques du Cha-
pitre 1 : Maladie de Crohn, de ce manuscrit, les probiotiques capables d’inhiber I’interaction entre les AIEC et
les cellules hotes représenteraient une bonne option thérapeutique pour les patients atteints de la MC et porteurs
d’AIEC. En effet, des travaux menés in vitro ont démontré une diminution de la survie et de la croissance des
AIEC lors de la co-culture avec Lactobacillus rhamnosus GG, L. reuteri 1063 et le prébiotique inuline (Van den
Abbeele et al., 2016). De plus, la pré-incubation des CEI 1-407 avec la souche probiotique E. coli Nissle 1917
avant I’infection par des souches AIEC ou la co-incubation d’E. coli Nissle 1917 avec des souches AIEC, in-
hibe fortement la capacité des AIEC a adhérer aux cellules I-407 et a les envahir, soulignant que E. coli Nissle
1917 pourrait étre efficace chez les patients atteints de la MC pour prévenir ou limiter la colonisation par les

AIEC (Boudeau et al., 2003). Par ailleurs, Sivignon et co-auteurs, ont étudié 1’effet probiotique de la levure S.
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FIGURE 31 : Stratégies de prévention de la colonisation par les AIEC chez les patients atteints de la
maladie de Crohn.

(1) Des molécules anti-adhésives inhibant 1’adhésine FimH ou (2) une souche probiotique telle que Saccha-
romyces cerevisiae contenant des résidus de mannose dans sa paroi cellulaire peuvent inhiber I’interaction
FimH-CEACAMG par compétition, en se liant a FimH qui est exprimé a la surface des bactéries. D’ autres stra-
tégies sont également intéressantes pour empécher la colonisation par les AIEC, telles que I’utilisation d’un
antagoniste de Gp96 pour bloquer I'interaction OmpA-Gp96 ou I'utilisation d’un inhibiteur de la mucinase
Vat-AIEC pour empécher la dégradation du mucus et la colonisation par les AIEC. Adaptée de (Chervy et al.,
2020).

Abréviations : CEACAMBG : carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 6, DC : dendritic cells,
GC : goblet cells, IEC : intestinal epithelial cells, IEL : intra-epithelial lymphocytes, OMV : outer membrane

vesicle.
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cerevisiae CNCM 1-3856 sur la capacité des AIEC a interagir avec les CEI, car les levures présentent une
forte teneur en résidus mannose sur leur paroi cellulaire qui peuvent étre reconnus par les pili de type I des
bactéries AIEC. S. cerevisiae CNCM 1-3856 inhibe fortement 1’adhésion de la souche AIEC LF82 aux CEI
en culture et aux entérocytes isolés de patients atteints de la MC, grace a 1’agglutination des bactéries AIEC
sur la levure via les pili de type I (Sivignon et al., 2015a). Enfin, chez les souris CEABACI10 infectées par
la souche AIEC LF82, §. cerevisiae CNCM 1-3856 diminue la colonisation intestinale des AIEC et empéche
I’augmentation de la perméabilité intestinale et la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (Sivignon et al.,
2015a). Par conséquent, S. cerevisiae pourrait étre une bonne option thérapeutique pour les patients atteints de
la MC déja colonisés ou susceptibles d’étre colonisés par des AIEC, en empéchant I’interaction entre FimH et
CEACAMBG (Figure 31). Toutefois, d’autres études sont nécessaires pour déterminer si des résultats similaires
sont obtenus dans différents modeles in vivo et si I’administration de souches prébiotiques ou probiotiques aux

patients atteints de la MC pourrait constituer une approche thérapeutique appropriée.

I1.4.1.2 Inhibition de I’adhésion des AIEC a I’aide de composés chimiques

Les recherches se sont concentrées sur le développement de molécules anti-adhésives afin de saturer le
domaine de reconnaissance de FimH et inhiber ainsi son interaction avec CEACAMG6 pour limiter la coloni-
sation des AIEC. Par exemple, in vitro, les thiazolylaminomannosides et les glycopolymeres a base de man-
nose présentent une forte affinité pour FimH, inhibant 1’adhésion de la souche AIEC LF82 aux CEI (Chalopin
et al., 2016). Ex vivo, ces deux composés ont également empéché I’adhésion de la souche AIEC LF82 a la mu-
queuse colique de souris CEABAC10 a de tres faibles concentrations, démontrant leur fort potentiel anti-adhésif
(Brument et al., 2013; Yan et al., 2015). En outre, il a également été rapporté que les dérivés de I’heptylman-
noside réduisent considérablement I’adhésion de la souche AIEC LF82 aux CEI T84, diminuent la quantité
de bactéries associées a la muqueuse et dans les feces de souris CEABACI10 infectées par la souche AIEC
LF82 et améliore la colite et I’inflammation intestinale chez ces souris (Sivignon et al., 2015b). En conclusion,
cibler FimH avec des molécules anti-adhésives semble étre une méthode prometteuse pour limiter 1’adhésion
des AIEC aux CEI (Figure 31). Cette stratégie devait &tre évaluée dans le cadre d’un essai clinique utilisant
la molécule EB8018/TAK-018, qui bloque FimH, afin de déterminer son effet sur la récidive endoscopique
post-opératoire chez 96 patients atteints de la MC (phase 2a, NCT03943446). Cependant, I’entreprise pharma-

ceutique Takeda a récemment mis fin a cet essai.

I1.4.1.3 Autres stratégies

Bloquer I’interaction OmpA-Gp96 serait une alternative thérapeutique intéressante pour inhiber la coloni-
sation des AIEC. Il existe un antagoniste de Gp96, le peptide synthétique Gp96-I11, qui protége les souris contre

I’inflammation intestinale in vitro et in vivo (Nold-Petry et al., 2017). Ainsi, il serait pertinent de tester cet an-
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Les bactéries AIEC pourraient étre éliminées par certains antibiotiques ou par une souche probiotique produc-
trice de colicine ou encore par des bactériophages ciblant spécifiquement les AIEC. (1) Certaines stratégies de
prédation bactérienne sont également a 1’étude, ou les AIEC seraient spécifiquement ciblées par des bactéries
prédatrices ou (2) par des bactéries hébergeant le systeme conjugatif CRISPR-Cas9 avec un ARN guide spé-
cifique dirigé contre les AIEC. L’activation de I’autophagie par des médicaments pharmacologiques chez les
patients atteints de la MC est également étudiée pour favoriser 1’élimination des AIEC. Enfin, une approche

vaccinale basée sur 1’administration de flagelline pourrait &tre un moyen de neutraliser les bactéries AIEC via

la production d’immunoglobuline A (IgA) anti-flagelline. Adaptée de (Chervy et al., 2020).

Abréviations : CEACAMG : carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 6, CRISPR-Cas9 : clus-
tered regularly interspaced short palindromic repeat, DC : dendritic cells, GC : goblet cells, IEC : i

epithelial cells, IEL : intra-epithelial lymphocytes, LB : lymphocytes B, LT : lymphocytes T.
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tagoniste dans un contexte d’infection par les AIEC pour déterminer s’il empéche I’interaction OmpA-Gp96 et

la colonisation des AIEC in vitro et in vivo, tout en recherchant de nouveaux antagonistes de Gp96 (Figure 31).

Enfin, il est intéressant de noter que les AIEC possédent une mucinase Vat-AIEC capable de dégrader
le mucus pour accéder a 1’épithélium intestinal. Ainsi, le développement d’inhibiteurs de mucinase pourrait
également représenter une option thérapeutique efficace pour mieux prendre en charge les patients atteints de

la MC colonisés par des AIEC (Figure 31).

I1.4.2 Elimination des AIEC

11.4.2.1 Antibiotiques

Les antibiotiques semblent étre la premiére approche logique pour manipuler le microbiote des patients
atteints de la MC et éliminer les AIEC. Plusieurs antibiotiques ont été testés pour traiter la MC, comme la
ciprofloxacine, les aminoglycosides ou la rifaximine (Figure 32) (Kerman and Deshpande, 2014; Nitzan et al.,
2016). Par exemple, une étude a montré de maniere intéressante que la rifaximine réduit les capacités d’adhésion
et d’invasion des souches AIEC aux cellules T84 et limite la sécrétion de la chimiokine pro-inflammatoire IL-8,
via la régulation de I’expression des genes de virulence et de la motilité (Dogan et al., 2018). Actuellement,
sur la base de ces données pré-cliniques, un essai clinique randomisé en double aveugle (TEOREM, phase 2,
NCT02620007) visant a évaluer I’effet d’un traitement de 12 semaines par la ciprofloxacine et la rifaximine sur

la rémission endoscopique chez des patients atteints de la MC iléale et porteurs d’ AIEC est en cours.

11.4.2.2 Utilisation de colicines

Les colicines, produites par des bactéries & Gram négatif, constituent la famille de bactériocines la mieux
caractérisée capable de tuer d’autres bactéries de fagon hautement sélective et spécifique par le biais d’une
activité nucléase, d’une activité de formation de pores ou par I’inhibition de la synthese de la paroi cellulaire
(Kleanthous et al., 1998; Riley and Wertz, 2002). 11 a été démontré que les colicines E1 et E9 purifiées ainsi
qu’une souche commensale d’E. coli produisant naturellement la colicine E1, détruisent les biofilms de la
souche AIEC LF82. Ces colicines E1 et E9 induisent également la destruction des AIEC adhérents aux CEI et
des AIEC intra-macrophagiques in vitro sans entrainer de toxicité cellulaire. Ainsi, les colicines pourraient étre
une approche thérapeutique pertinente pour cibler sélectivement les AIEC. Elles pourraient €tre administrées
sous forme de protéines purifiées ou par I’intermédiaire d’un probiotique producteur de colicine, une souche

d’E. coli Nissle 1917 produisant de la colicine existe déja (Figure 32) (Kotlowski, 2016).
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I1.4.2.3 Thérapie par les bactériophages

Les bactériophages sont des virus capables d’infecter les bactéries qui sont présents dans divers environne-
ments, y compris le tractus gastro-intestinal humain (Reyes et al., 2010; Hoyles et al., 2014). Les bactériophages
sont tres spécifiques; ils ne ciblent qu’un nombre limité de souches bactériennes au sein d’une espece donnée,
limitant leur impact sur la composition du microbiote intestinal. Jusqu’a présent, aucune preuve n’a été rap-
portée que la thérapie par les phages provoque des effets indésirables (Galtier et al., 2016; Sarker et al., 2016).
Lutilisation d’un cocktail de trois bactériophages capables d’infecter les AIEC in vitro et ex vivo, diminue la
colonisation intestinale de la souche AIEC LF82 ainsi que la réponse pro-inflammatoire chez les souris CEA-
BACI1O et les souris sauvages traitées au DSS (Figure 32). De plus, les bactériophages ont pu se répliquer ex
vivo sur des biopsies iléales de patients atteints de la MC et infectés par la souche AIEC LF82, démontrant
ainsi leur efficacité potentielle sur la muqueuse intestinale (Galtier et al., 2017). Par ailleurs, une étude récente
a évalué I’efficacité et la spécificité d’un cocktail de sept phages (EcoActive) contre 210 souches cliniques
AIEC et 43 souches non-E. coli appartenant aux 12 genres bactériens les plus courants, généralement associés
au microbiote intestinal humain d’une personne saine. Ce cocktail s’est montré efficace in vitro contre 95 % des
souches AIEC sans lyser les souches non-E. coli commensales. In vivo, une seule administration du cocktail ne
parvient pas a atténuer 1’inflammation lors d’une infection par la souche AIEC LF82, tandis que les souris ayant
recu le cocktail deux fois par jour pendant 15 jours sont protégées des manifestations cliniques et microsco-
piques de I’inflammation (Titécat et al., 2022). Enfin, ce cocktail fait actuellement 1’objet d’un essai clinique de
phase 2, en double aveugle, randomisé et contrdlé par placebo (NCT03808103). Cet essai vise a étudier 1’effet
de I’administration orale du cocktail de bactériophages spécifiques des AIEC (EcoActive) sur I’activité de la

maladie, les marqueurs inflammatoires et la charge en AIEC dans une cohorte de 30 patients atteints de la MC.

I1.4.2.4 Prédation et compétition bactérienne

La bactérie Bdellovibrio bacteriovorus est un prédateur des bactéries a Gram négatif qui joue le role
«d’équilibre écologique » dans plusieurs habitats et qui colonise faiblement la muqueuse intestinale de patients
atteints de MICI par rapport aux patients contrdles (Stolp and Starr, 1963; Iebba et al., 2013). B. bacteriovorus
migre et rencontre des bactéries proies griace a son long flagelle, puis envahit la proie pour se répliquer, condui-
sant a la mort de la proie et a la libération de B. bacteriovorus (Rendulic et al., 2004; Lambert et al., 2006).
Sur des biofilms préformés et en développement, il a été observé que B. bacteriovorus posseéde une activité
prédatrice contre la souche AIEC LF82 en réduisant I’adhésion et 1’invasion des cellules Caco-2 (Figure 32).
In vivo, les larves de Galleria mellonella présentent un taux de survie accru lors de I'infection par la souche
AIEC LF82 pré-incubée avec B. bacteriovorus, démontrant que B. bacteriovorus limite la pathogénicité des

AIEC ou la susceptibilité de I’h6te a étre colonisée (Bonfiglio et al., 2019). Ainsi, B. bacteriovorus pourrait re-
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présenter une stratégie thérapeutique intéressante pour limiter la prolifération des AIEC chez les patients atteints
de la MC. Toutefois, il reste nécessaire d’identifier les conséquences de la présence de cette bactérie sur la
composition globale du microbiote, car elle pourrait cibler plus largement les bactéries a Gram négatif, ce qui

pourrait ouvrir une niche écologique supplémentaire pour la colonisation des AIEC.

La conjugaison est I'un des mécanismes de transfert horizontal de genes les plus efficaces utilisés par les
bactéries pour transférer des Tlots de pathogénicité et des genes de résistances aux antibiotiques aux bactéries
voisines. Un plasmide conjugatif a été utilisé avec succes pour transférer le systtme CRISPR-Cas9 (cluste-
red regularly interspaced short palindromic repeat) d’E. coli a Salmonella enterica, ce qui a permis de tuer
Salmonella (Hamilton et al., 2019). Cette stratégie a également été utilisée pour éliminer sélectivement des
genes de résistances aux antibiotiques chez Enterococcus faecalis in vitro et in vivo (Rodrigues et al., 2019).
Ainsi, ’hypothese serait que 1’utilisation de bactéries probiotiques, hébergeant un plasmide conjugatif codant
pour le systtme CRISPR-Cas9 et un ARN guide ciblant un gene spécifique d’E. coli ou, plus spécifiquement,
ciblant des polymorphismes tres répandus dans les souches AIEC (mutations patho-adaptatives de FimH par
exemple), conduirait a I’élimination spécifique et contrdlée des bactéries AIEC sans altérer les autres membres
du microbiote. Cette stratégie permettrait donc d’éliminer des souches trés spécifiques dans un environnement

multi-bactérien (Figure 32).

I1.4.3 Interventions nutritionnelles

Les interventions nutritionnelles sont d’un grand intérét pour limiter la colonisation des AIEC et favori-
ser I’expansion des bactéries bénéfiques dans le microbiote des patients atteints de la MC. Il a été révélé qu'un
régime alimentaire déficient en vitamines B9 et B12 entraine une surexpression de CEACAMG6 favorisant la co-
lonisation intestinale des AIEC (Denizot et al., 2015). Une autre étude a montré que le métabolisme des AIEC
s’orientait vers le catabolisme de la L-sérine dans I’intestin enflammé permettant de favoriser la réplication
des AIEC au détriment des bactéries commensales, et que la déplétion de la sérine dans le régime alimentaire
limitait la réplication des AIEC dans des conditions inflammatoires (Kitamoto et al., 2020). De plus, il a été
démontré que 1’exposition des AIEC a la maltodextrine, un polysaccharide dérivé de 1’hydrolyse de I’amidon,
induit I’expression des pili de type I, favorisant la formation de biofilms par la souche AIEC LF82 et 1’adhésion
aux CEI in vitro (Nickerson and McDonald, 2012). Ainsi, une stratégie diététique pourrait consister a complé-
menter le régime alimentaire des patients atteints de la MC et porteurs d’ AIEC par les vitamines B9 et B12, afin
de prévenir I’expression anormale de CEACAMBS6, et de limiter les apports en sérine et en maltodextrine pour
empécher la prolifération et la colonisation intestinale des AIEC. Enfin, des prébiotiques pourraient également
étre proposés aux patients pour favoriser la croissance et I’activité des bactéries protectrices qui limiteraient

I’implantation des AIEC.
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I1.4.4 Activation de I’autophagie

Chez les patients atteints de la MC présentant des polymorphismes dans les génes associés a I’autophagie,
I’activation de I’autophagie par des médicaments pharmacologiques pourrait étre une solution thérapeutique
intéressante pour limiter la persistance des AIEC et I’inflammation. Lapaquette et co-auteurs ont démontré que
I’induction pharmacologique (rapamycine) de 1’autophagie inhibe la réplication intracellulaire de la souche
AIEC LF82 et la libération de cytokines pro-inflammatoires dans les macrophages de souris nod2”- (Lapa-
quette et al., 2012). L’azathioprine, un médicament actuellement utilisé dans le traitement des MICI, active
I’autophagie dans les macrophages THP-1 in vitro, améliorant la clairance des AIEC intracellulaires et rédui-
sant la réponse pro-inflammatoire. Ce médicament active également 1’autophagie dans les cellules mononuclées
du sang périphérique (PBMC, peripheral blood mononuclear cell) de patients, y compris dans les PBMC ex-

primant le variant a risque ATG16L173%0A

associé a la MC (Hooper et al., 2019). En outre, une étude récente
a révélé que le resvératrol, un polyphénol présent dans certains fruits comme les raisins et les mires, stimule
I’autophagie et favorise la clairance des AIEC in vitro dans les CEI par 1’autophagie (Figure 32) (Al Azzaz

et al., 2018).
I1.4.5 Vaccination

I1.4.5.1 Vaccination contre la flagelline

La flagelline est un déclencheur connu de la réponse inflammatoire intestinale par 1’activation de TLRS.
Des niveaux accrus de flagelline ont été observés dans les feces lors de I’infection par la souche AIEC LF82 chez
des souris #Ir5”- (Chassaing et al., 2014). L’administration hebdomadaire de flagelline a des souris sauvages
entraine une augmentation des niveaux d’IgA anti-flagelline dans le sérum et les feces, ainsi qu’une altération
de la composition du microbiote intestinal associée a une augmentation des bactéries ciblées par des IgA. Cette
administration de flagelline entraine aussi une réduction des niveaux de flagelline fécale et une diminution du
potentiel pro-inflammatoire du microbiote (Tran et al., 2019). Ainsi, la stimulation de I’immunité adaptative
contre la flagelline pourrait étre un moyen de réduire la persistance des AIEC dans 'intestin et de limiter
I’inflammation (Figure 32). Il convient de noter que les AIEC sont fortement ciblées par les IgA dans le
microbiote des patients atteints de spondyloarthrite associée a la MC, renfor¢ant 1’hypothese selon laquelle une
stratégie vaccinale a base de flagelline pourrait étre bénéfique pour les patients atteints de la MC (Viladomiu

etal., 2017).

I1.4.5.2 Vaccination contre les sidérophores

Pour survivre dans I'intestin enflammé, les Entérobactéries acquierent le fer, un élément nutritif essentiel,
en libérant des sidérophores. Une étude récente a mis en ceuvre une stratégie basée sur I’immunisation ciblant

le sidérophore entérobactine afin de réduire la prolifération des AIEC dans I’intestin enflammé. En utilisant des
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souris i//07" ou un modele murin de colite induite au DSS, les auteurs ont montré que 1’immunisation avec
I’entérobactine induit une forte production d’anticorps muqueux et sériques contre ce sidérophore. Les souris
immunisées contre I’entérobactine présentent une amélioration de la colite ainsi qu’une diminution de la colo-
nisation et des AIEC associés a la muqueuse intestinale (Gerner et al., 2022). Par conséquent, les sidérophores
pourraient €tre des cibles thérapeutiques potentielles pour réduire la colonisation par les AIEC chez les patients

atteints de la MC.
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FIGURE 33 : Trois types d’autophagie dans les cellules mammifeéres.

Trois types d’autophagie sont retrouvés dans les cellules mammiferes : la macro-autophagie, 1’autophagie mé-
diée par les chaperonnes et la micro-autophagie. (A) Au cours de la macro-autophagie, les composants cyto-
plasmiques sont progressivement capturés par une double membrane appelée phagophore. Apres fermeture, les
autophagosomes matures peuvent fusionner avec le lysosome ou un endosome tardif pour former, respective-
ment, un autolysosome ou un amphisome. Plusieurs types de composants cytoplasmiques peuvent étre capturés
par la macro-autophagie et le processus prend alors le nom spécifique correspondant au matériel dégradé (xéno-
phagie pour les pathogenes intracellulaires, réticulophagie pour le réticulum endoplasmique, mitophagie pour
les mitochondries, etc.). (B) L’ autophagie médiée par les chaperonnes implique la reconnaissance des substrats
autophagiques tels que les protéines mal repliées par des protéines de la famille des HSP. Cette étape est suivie
de la translocation du substrat autophagique au travers de la membrane du lysosome de maniere dépendante
de LAMP2A. (C) Enfin, au cours de la micro-autophagie, les composants cytoplasmiques sont capturés par
invagination ou protrusion directe de la membrane du lysosome. Adaptée de (Wang et al., 2023).

Abréviations : HSP : heat shock protein, LAMP2A : lysosome-associated membrane protein type 2A.



Chapitre III : Autophagie

II1.1 Généralités

Le terme « autophagie » a été utilisé pour la premiere fois dans les années 1860, toutefois ce n’est qu’en
1963 que Christian de Duve utilisa ce terme sous sa définition actuelle. L’ autophagie désigne un processus
cellulaire qui permet le maintien de I’homéostasie cellulaire, par lequel le contenu cytoplasmique est délivré
aux lysosomes pour étre dégradé ou recyclé. Par la suite, Yoshinori Oshumi a regu le prix Nobel de physiologie
et médecine en 2016, pour la découverte des genes liés a 1I’autophagie (ATG, autophagy-related gene) chez la

levure dans les années 1990 (Tsukada and Ohsumi, 1993; Kirkin, 2020).

Actuellement, trois types d’autophagies ont été décrites chez les mammiferes : la micro-autophagie, 1’au-
tophagie médiée par les protéines chaperonnes (CMA, chaperone-mediated autophagy) et la macro-autophagie
(Galluzzi et al., 2017). Lors de la micro-autophagie, les substrats intracellulaires sont capturés dans le cyto-
plasme par protrusion ou invagination des membranes lysosomales. Au cours de la CMA, les substrats cibles
contenant un motif consensus unique « KFREQ » sont sélectivement reconnus par des protéines chaperonnes de
la famille HSP (heat shock protein), déclenchant ainsi la translocation des substrats au travers des membranes
lysosomales de maniere dépendante de LAMP2A (lysosome-associated membrane protein type 2A). Lors de la
macro-autophagie, une membrane d’isolation séquestre une petite portion du cytoplasme contenant du maté-
riel soluble et des organites pour former un autophagosome, qui fusionnera ensuite avec un lysosome, formant
ainsi un autolysosome (Figure 33). Enfin, ces trois types d’autophagie se terminent par la dégradation ou le
recyclage du contenu cytoplasmique capturé, par le lysosome (Galluzzi et al., 2017). Dans ce manuscrit, seul

le mécanisme de la macro-autophagie sera détaillé.

II1.2 Mécanismes moléculaires de la macro-autophagie

La macro-autophagie, appelée autophagie dans la suite de ce manuscrit, se déroule en trois étapes succes-
sives : (1) 'initiation, au cours de laquelle se forme la membrane d’isolation, (ii) I’élongation de la membrane
et enfin (iii) la maturation de 1’autophagosome et la dégradation de son contenu apres fusion avec le lysosome

(Yin et al., 2016).
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FIGURE 34 : Initiation de la formation des autophagosomes.

Une fois activé, le complexe ULK est recruté sur la membrane du RE grice a I’interaction de la protéine ULK1
avec les protéines VMP présentes dans la membrane du RE. La phosphorylation de la protéine BECN1 par
ULKI1 induit I’activation de la protéine VPS34 permettant la production de PI3P dans la membrane du RE. La
synthése de PI3P initie la formation de I’omégasome sur lequel sera recruté le complexe WIPI qui recrutera a
son tour le complexe ATG12-ATGS5-ATG16L1 nécessaire a 1’élongation de 1’autophagosome. Adaptée de (van
Beek et al., 2018).

Abréviations : ATG : autophagy-related gene, DFCP1 : double FYVE-domain containing protein 1, LC3 : light
chain 3, mTOR : mechanistic target of rapamycin, PI3P : phosphatidylinositol-3-phosphate, RE : réticulum
endoplasmique, ULK : unc-51 like autophagy activating kinase, VMP : vacuole membrane protein, VPS :

vacuolar protein sorting, WIPI : WD repeat protein interacting with phosphoinositides.



Chapitre 3 : Autophagie

II1.2.1 Initiation

Recrutement des complexes ULK et Beclin 1 : Linitiation de 1’autophagie nécessite le recrutement du
complexe ULK (unc-51 like autophagy activating kinase) composé des protéines ULK1/2, ATG13 et FIP200
(focal adhesion kinase family interacting protein of 200 kDa) (Ganley et al., 2009). Les signaux activateurs de
I’autophagie entrainent la phosphorylation de la sérine-556 d’ULK1, qui va, a son tour, phosphoryler ATG13
et FIP200, activant ainsi le complexe ULK. Ce complexe est ensuite recruté au niveau de la membrane du ré-
ticulum endoplasmique (RE) (Karanasios et al., 2013) en interagissant avec les protéines transmembranaires
VMP (vacuole membrane protein) situées dans la membrane du RE, induisant la formation du phagophore
(Koyama-Honda et al., 2013). La localisation d’ULK1 au niveau de la membrane du RE engendre le recru-
tement du complexe PI3K de classe Il (phosphatidylinositol 3-kinase catalytic subunit type 3) composé des
protéines Beclin 1 (BECN1), ATG14 et VPS34 (vacuolar protein sorting 34). Au niveau de la membrane du
RE, la protéine BECNI1 interagit également avec les protéines VMP (Figure 34) (Molejon et al., 2013).

Formation de I’omégasome : La phosphorylation de BECN1 par ULK1 active la protéine VPS34, indui-
sant la production de PI3P (phosphatidylinositol-3-phosphate) nécessaire a la formation des autophagosomes
(Russell et al., 2013). Ainsi, la présence enrichie de PI3P au sein de la membrane du RE permet la formation
d’une structure appelée omégasome (Ktistakis et al., 2011). Cette structure donne naissance a une membrane
isolée, appelée phagophore, qui formera par la suite I’autophagosome (Figure 34). Cependant, la source intra-
cellulaire de cette membrane reste incertaine. Celle-ci pourrait provenir de membranes recyclées issues du RE,
de la mitochondrie, de I’appareil de Golgi ou encore des endosomes, et son origine dépendrait certainement du

type cellulaire ainsi que des conditions physiologiques et de croissance de la cellule (Wei et al., 2018).

Recrutement de la machinerie d’élongation : Le phagophore enrichi en PI3P est reconnu par le com-
plexe WIPIL (WD repeat protein interacting with phosphoinositides) capable de se lier au PI3P. Les protéines
WIPI (WIPI 1, 2 ,3 et 4) font le lien entre la production de PI3P et la lipidation de la protéine MAP1LC3/LC3
(microtubule-associated protein 1-light chain 3/light chain 3), une étape cruciale pour I’élongation du phago-
phore. WIPI2 recrute a son tour le complexe ATG12-ATG5-ATG16L1 et WIPI1, essentiels pour I’élongation du
phagophore et la lipidation de LC3, respectivement (Figure 34). WIPI4 interagit avec ATG?2 et cette interaction
est également importante pour la lipidation de LC3, mais reste encore mal caractérisée. Enfin, la fonction de

WIPI3 reste a identifier (Proikas-Cezanne et al., 2015).

Recrutement de la protéine ATGY : La protéine ATGY participe également a la biogenese des membranes
autophagosomales. En effet, lors de 1’induction de 1’autophagie, la protéine ATG9, une protéine transmembra-
naire, est transportée de I’appareil de Golgi aux endosomes tardifs, puis aux membranes des autophagosomes
(Figure 34) (Takahashi et al., 2011). Ce trafic permettrait de fournir au phagophore des composants lipidiques

issus de divers compartiments cellulaires (Mizushima et al., 2011).
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FIGURE 35 : Le processus de la macro-autophagie.

L’autophagie est un processus en plusieurs étapes qui comprend I’initiation de 1’autophagie, la formation et
I’élongation du phagophore, la fusion avec un lysosome et la dégradation du contenu cytoplasmique. (1) Lors
de I’initiation de 1’autophagie a la suite d’un stress, le complexe ULK (composé des protéines ULK1, ULK2,
ATG13, FIP200 et ATG101) phosphoryle des composants du complexe Beclin 1 afin de (2) promouvoir la
formation du phagophore. Le complexe Beclin 1 (composé des protéines VPS34, VPS15, BECN1, ATG14L
et AMBRAL1) produit du PI3P au niveau de I’omégasome, permettant le recrutement de protéines capables de
se lier au PI3P pour assurer 1’expansion du phagophore. L’acheminement de la membrane provenant d’autres
sources vers le phagophore en expansion nécessite des protéines de liaison au PI3P, les protéines WIPI et la
protéine DFCP1, ainsi que la protéine transmembranaire ATG9 sous la forme de vésicules. Ensuite, le systeme
de conjugaison ATG12-ATG5-ATG16L et LC3, participent a I’élongation et la fermeture du phagophore. La
conversion de la forme LC3-I cytosolique en LC3-II membranaire (conjuguée au PE) indique I’induction de
I’autophagie et 1a formation de I’autophagosome. (3) L’ autophagosome fusionne ensuite avec un lysosome pour
former un autolysosome, (4) dans lequel la membrane interne de 1’autophagosome et le contenu cytoplasmique
sont dégradés par les hydrolases lysosomales et finalement libérés pour étre recyclés. Adaptée de (Tang et al.,
2020).
Abréviations : ATG : autophagy-related gene, DFCP1 : double FYVE-domain containing protein 1, FIP200 :
focal adhesion kinase family interacting protein of 200 kDa, L.C3 : light chain 3, PE : phosphatidyléthanola-
mine, PI3P : phosphatidylinositol-3-phosphate, RE : réticulum endoplasmique, ULK : unc-51 like autophagy
activating kinase, VPS : vacuolar protein sorting, WIP1 : WD repeat protein interacting with phosphoinosi-
tides.



Chapitre 3 : Autophagie

I11.2.2 Elongation

L’ étape d’élongation permet au phagophore de capturer des composants lipidiques nécessaires pour son ex-
pansion, qui est assurée par I’activité de deux complexes de conjugaison, ATG12-ATG5-ATG16L1 et LC3/GA-

BARAP (gamma-aminobutyric acid receptor-associated protein) (Nakatogawa, 2013).

Systeme de conjugaison ATG12-ATG5-ATG16L1 : Le systeme de conjugaison ATG12-ATG5-ATG16L1
est d’abord formé par I’activation d’ATG12 par ATG7 de maniere ATP-dépendante (Tanida et al., 1999), in-
duisant I’acheminement d’ATG12 vers ATG10. ATG12 se lie alors de maniere covalente a ATGS, ce qui forme
le conjugué ATG12-ATGS, libérant ainsi ATG10 (Mizushima et al., 1998). La protéine ATG16L1 s’associe
ensuite de manieére non covalente a ce conjugué pour former le complexe ATG12-ATG5-ATG16L1, situé au

niveau de la membrane externe du phagophore (Figure 35) (Mizushima et al., 2003).

Systeme de conjugaison LC3/GABARAP : LC3 (comprenant LC3A, B, B2 et C) et GABARAP (com-
prenant GABARAP, -L1, -L.2) sont deux familles de protéines pouvant étre lipidées selon le méme principe
impliquant le systeéme de conjugaison ATG12-ATG5-ATG16L1 (Nath et al., 2014). Ces deux familles de pro-
téines seront regroupées sous le terme LC3 pour simplifier la lecture dans le reste de ce manuscrit. La protéine
LC3 non mature, appelée pro-LC3, est clivée par ATG4 pour donner la forme cytosolique LC3-I pouvant étre
activée par ATG7. La forme LC3-I est ensuite transférée a ATG3 avant d’étre liée de maniére covalente a une
phosphatydiléthanolamine (PE), un phospholipide membranaire, pour former le complexe LC3-PE ou LC3-
II (Kabeya et al., 2000). La forme LC3-II, qui est présente au niveau de la membrane externe et interne, est
essentielle dans la formation de 1’autophagosome (Kabeya et al., 2000). La forme LC3-II associée a la mem-
brane externe de 1’autophagosome pourra étre délipidée et recyclée au cours de la maturation, contrairement
a la forme LC3-II associée a la membrane interne, qui sera dégradée lors de la fusion de I’autophagosome
avec le lysosome (Yu et al., 2012). Ces caractéristiques font de LC3-II un marqueur pertinent de I’autophagie
(Klionsky et al., 2021). De plus, en augmentant I’activité d’ATG3, le complexe ATG12-ATG5-ATG16L1 parti-
cipe a I’étape de lipidation de LC3 (Hanada et al., 2007; Lystad et al., 2019). Ainsi, I’élongation des extrémités

du phagophore conduit & sa fermeture pour créer un autophagosome (Figure 35) (Mizushima et al., 2002).

I11.2.3 Maturation et dégradation du contenu par le lysosome

La maturation de 1’autophagosome nécessite 1’activité d’ ATG4, qui dissocie le complexe LC3-II associé
a la membrane externe de 1’autophagosome et empéche I’accumulation d’autophagosomes non fermés dans la
cellule (Yu et al., 2012). Une fois fermé, 1’autophagosome peut soit directement fusionner avec un lysosome,
soit fusionner premierement avec un endosome pour former une vacuole intermédiaire appelée amphisome,
qui fusionne elle-méme avec un lysosome, formant ainsi, dans les deux cas, un autolysosome. Cela induit

I’acidification de I’autolysosome ainsi que la dégradation du contenu intra-luminal et de la membrane interne
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FIGURE 36 : Autophagie non sélective et autophagie sélective.

(A) Dans le cas de I’autophagie non sélective, la formation de la membrane d’isolation/phagophore est initiée
dans le réticulum endoplasmique a la suite d’un signal de stress tel que la privation de nutriments. Ce processus
se produit de fagon aléatoire et aboutit a I’engloutissement du cytosol et des organites dans les autophagosomes,
qui fusionnent finalement avec le lysosome, permettant la digestion du contenu par des enzymes lysosomales.
(B) Dans le cas de I’autophagie sélective, les autophagosomes sont formés de novo directement sur des cibles
spécifiques. La reconnaissance de ces cibles varie en fonction du type d’autophagie sélective. L’ ubiquitination,
médiée par plusieurs ligases E3, est un signal majeur pour la reconnaissance des cibles a dégrader facilitant le
recrutement des récepteurs de 1’autophagie, qui se regroupent a la surface de la cible. Ces récepteurs sont ca-
pables de recruter le complexe ULK et de servir de plateforme pour lier les membranes d’isolation aux cibles par
I’intermédiaire de la liaison aux protéines LC3 lipidées. Il s’ensuit une expansion de la membrane d’isolation et
la séquestration sélective des cibles par les autophagosomes. Il convient de noter que ces autophagosomes sont
souvent plus grands que les autophagosomes ordinaires générés par la voie de 1’autophagie non sélective, afin
de pouvoir accueillir des substrats volumineux tels que des organites entiers. Adaptée de (Vargas et al., 2022).

Abréviations : LC3 : light chain 3, ULK : unc-51 like autophagy activating kinase.
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par les enzymes lysosomales (Zhao and Zhang, 2019). Enfin, grace a des transporteurs lysosomaux, les produits

de dégradation sont libérés dans le cytosol et recyclés par la cellule (Figure 35) (Tong et al., 2010).
II1.3 Autophagie et réponse aux bactéries intracellulaires : la xénophagie

L’autophagie est un processus qui peut étre caractérisé de « non sélectif » ou « sélectif ». Au cours de
I’autophagie non sélective, des petites portions du cytoplasme sont séquestrées et dégradées. Le mécanisme
d’autophagie sélective, quant a lui, nécessite I’intervention de récepteurs de 1’autophagie qui reconnaissent de
facon spécifique les composants cellulaires a éliminer (Figure 36). En effet, 1’autophagie sélective est initiée
par I’ubiquitination du substrat spécifiquement ciblé afin d’€tre reconnu par des récepteurs de I’autophagie
(Boyle and Randow, 2013). Une fois reconnu par les récepteurs, le substrat est adressé au sein d’un autopha-
gosome, qui se transforme par la suite en autolysosome pour la dégradation sélective du substrat (Lamark and
Johansen, 2021). L’autophagie sélective est nommée selon la fonction du substrat qui est ciblé, par exemple :
mitophagie pour I’élimination des mitochondries, pexophagie pour les peroxysomes, ribophagie pour les ribo-
somes, réticulophagie pour le RE, lipophagie pour les gouttelettes lipidiques, lysophagie pour les lysosomes,
agréphagie pour les protéines agrégées et enfin xénophagie pour les pathogénes intracellulaires (bactéries, virus

et champignons) (Lamark and Johansen, 2021).

II1.3.1 Récepteurs de la xénophagie

Les récepteurs de 1’autophagie sélective jouent un rdle essentiel en ciblant spécifiquement les micro-
organismes intracellulaires marqués par I’ubiquitine. L'ubiquitine agit comme une molécule de signalisation
importante dans la xénophagie. En effet, les pathogenes intracellulaires peuvent potentiellement étre reconnus
par différents récepteurs capables de se lier aux molécules d’ubiquitine présentes a la surface des bactéries,
tels que 1’Optineurine (OPTN, optic neuropathy inducing) (Wild et al., 2011), NBR1 (neighbor of BRCAI gene
protein 1) (Kirkin et al., 2009; Waters et al., 2009), TAX1BP1 (taxl binding protein 1) (Tumbarello et al.,
2015), p62/SQSTM1 (sequestosome 1) (Zheng et al., 2009) et NDP52 (Thurston et al., 2009) (Figure 37).
Ces récepteurs de 1’autophagie sélective, communément appelés SLR (sequestosome-1 like receptor) (Deretic,
2012) di a leur organisation et mode de reconnaissance similaire a p62, sont généralement caractérisés par
la présence : (i) d’une région d’interaction avec LC3 (LIR, LC3-interacting region) qui permet la liaison aux
protéines de la famille LC3 ancrées dans la double membrane de 1’autophagosome, (ii) de domaines d’homo-
ou d’hétéro-oligomérisation, et (iii) d’un ou plusieurs domaines de liaison a 1’ubiquitine en partie C-terminale
(UBA, ubiquitin-associated domain) impliqués dans la reconnaissance des pathogénes ubiquitinés (Johansen
and Lamark, 2020). Ainsi, les récepteurs de 1’autophagie interagissent, d’une part, avec le micro-organisme
ubiquitiné dans le cytoplasme via leur domaine UBA, et d’autre part, avec LC3/GABARAP porté par le phago-

phore grace a leur région LIR, adressant ainsi leur cible de maniere spécifique vers la machinerie autophagique
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FIGURE 37 : Recrutement des récepteurs de I’autophagie sélective pendant la xénophagie.

Les bactéries sont englouties par les cellules de I’hote dans des phagophores, générant parfois des niches de ré-
plication pour la croissance bactérienne, telles que les SCV (Salmonella-containing vacuole). Salmonella peut
s’échapper de ces vacuoles en provoquant la rupture de leur membrane, ce qui leur permet d’accéder au cyto-
plasme. (1) D’une part, les vacuoles endommagées peuvent étre marquées par la galectine-8 dans le cytosol. La
galectine-8 se lie aux glycanes de 1’hote, qui sont normalement retrouvés a I’intérieur de la vacuole, induisant
le recrutement de NDP52, un récepteur de I’autophagie. (2) D’autre part, les Salmonella cytosoliques peuvent
&tre marquées par 1’ubiquitine via I’activité de plusieurs ligases E3, provoquant également le recrutement des
récepteurs de 1’autophagie. Ainsi, dans les deux cas, la liaison des récepteurs de 1’autophagie a la galectine-8
et/ou a ’ubiquitine, engendre le recrutement de la machinerie autophagique facilitant la formation des autopha-
gosomes. Les principaux récepteurs de la xénophagie sont TAX1BP1, NDP52, p62, OPTN et NBR1. Adaptée
de (Vargas et al., 2022).

Abréviations : NBR1 : neighbor of BRCAI gene protein 1, NDP52 : nuclear dot protein 52, OPTN : optineurine
(optic neuropathy inducing), p62/SQSTMI1 : sequestosome 1, TAX1BP1 : taxl binding protein 1.
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(Figure 38) (Kim et al., 2016a). Etant donné que les récepteurs de 1’autophagie présentent une redondance
fonctionnelle importante, il peut en résulter le recrutement de deux récepteurs ou plus sur le méme pathogene
intracellulaire. De plus, le fonctionnement de certains de ces récepteurs repose sur I’activité de la kinase TBK1
(TANK-binding kinase 1). En effet, la phosphorylation de p62 (Pilli et al., 2012) et de 'OPTN (Wild et al.,
2011; Richter et al., 2016) par TBK1, augmente leur affinité de liaison a LC3 ainsi qu’aux molécules d’ubi-
quitine présentes a la surface des substrats. Enfin, les récepteurs peuvent également favoriser la formation des
autophagosomes en interagissant avec des complexes de la machinerie centrale de 1’autophagie (Chang et al.,
2021; Goodall et al., 2022) ainsi que la maturation des autophagosomes (Johansen and Lamark, 2020). Le role
de chaque récepteur autophagique dans la formation et/ou la maturation des autophagosomes sera détaillé dans

les sections II1.3.1.1. Optineurine ; I11.3.1.2. NDP52; I11.3.1.3. p62; I11.3.1.4. TAX1BP1 et I11.3.1.5. NBR1.

I11.3.1.1 Optineurine

L’ optineurine (OPTN) est une protéine fortement conservée de 74 kDa, qui est exprimée dans différents
tissus tels que le cerveau, le foie et le cceur (Slowicka and van Loo, 2018; Qiu et al., 2022). L’OPTN est
composée de plusieurs domaines structuraux : deux domaines appelés « Coiled-Coil » (CC) qui assurent son
oligomérisation, une région LIR, un domaine de liaison a ’'ubiquitine (UBAN, ubiquitin-binding ABIN and
NEMO domain) et un domaine en doigt de zinc (ZF, zing finger domain), qui permet également la reconnais-
sance des molécules d’ubiquitine (Kim et al., 2016a; Slowicka and van Loo, 2018; Qiu et al., 2022). Le domaine
UBAN de I’OPTN est également présent dans les protéines ABIN (A20-binding inhibitor of NF-xB) et NEMO
(NF-KB essential modulator, également connu sous le nom de IKK?Y), d’ott son nom UBAN (Figure 38) (Clark
et al., 2013). A ce jour, plusieurs fonctions biologiques de I’OPTN ont été identifiées. En effet, ’OPTN peut
interagir avec un grand nombre de protéines comme ATGI9A, LC3, MYO6 (myosine 6), TBKI1 et les chaines
d’ubiquitine a la surface des substrats, pour exercer ses fonctions dans différentes étapes de 1’autophagie (Hat-
tula and Peridnen, 2000; Park et al., 2006; Tumbarello et al., 2012; Yamano et al., 2020). Il a été démontré
que I’OPTN joue un rdle essentiel dans la mitophagie (Wong and Holzbaur, 2014; Heo et al., 2015; Lazarou
et al., 2015; Moore and Holzbaur, 2016), la réticulophagie (Tschurtschenthaler et al., 2017), I’agréphagie (Ko-
rac et al., 2013) et la xénophagie (Wild et al., 2011) par le biais de la signalisation de 1’'ubiquitine. De plus,
I’OPTN est activement impliqué dans la formation (Lazarou et al., 2015; Bansal et al., 2018) et la maturation
des autophagosomes (Tumbarello et al., 2012), ainsi que dans la régulation de la voie de signalisation NF-xB
(Tableau 2) (Zhu et al., 2007; Nagabhushana et al., 2011). Dans cette section, seul le rdle de I’OPTN dans
la xénophagie bactérienne sera détaillé, ainsi que ses autres fonctions dans la formation et la maturation des

autophagosomes et dans la régulation de la voie de signalisation NF-xB.
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FIGURE 38 : Structure des récepteurs de I’autophagie sélective.

Les récepteurs autophagiques sont généralement caractérisés par la présence : (i) d’une région d’interaction
avec LC3 (LIR) qui permet la liaison aux protéines de la famille LC3 ancrées dans la double membrane de
I’autophagosome (en noir), (ii) de domaines d’homo- ou d’hétéro-oligomérisation ( ), et (iii) d’un ou
plusieurs domaines de liaison a I’ubiquitine (UBA, UBAN ou ZF) ( ). p62 (440 aa), comprend sept
domaines : un domaine PB1 qui est impliqué dans les interactions protéines-protéines et assure son oligoméri-
sation, un domaine ZZ qui assure sa liaison a deux ions zinc, un domaine TB pour sa liaison avec la protéine
TRAF®6, une région FIR pour se lier a FIP200 et induire 1’autophagie, une région LIR, une région KIR pour son
interaction avec Keapl, ainsi qu’un domaine UBA. NDP52 (446 aa), comprend sept domaines : un domaine
SKICH qui est impliqué dans les interactions protéines-protéines et assure son oligomérisation, une région
LIR non canonique (cLIR) qui se lie préférentiellement a LC3C, une région FIR, un domaine CC pour son
oligomérisation, une région GALBI qui assure sa liaison a la Galectine-8 ainsi qu’un domaine de liaison a
I’ubiquitine composé de deux doigts de zinc (ZF) pour se lier a I'ubiquitine et a la myosine 6. OPTN (577 aa),
comprend sept domaines : trois domaines CC, une région FIR, une région LIR, un domaine UBAN ainsi qu’un
domaine ZF, qui permettent tous deux sa liaison a I’ubiquitine. TAX1BP1 (789 aa), comprend huit domaines :
un domaine SKICH, une région LIR, une région cLIR, trois domaines CC ainsi qu'un domaine de liaison a
I’ubiquitine composé de deux doigts de zinc (ZF) pour se lier a ’ubiquitine et a la myosine 6. NBR1 (966 aa),
comprend huit domaines : un domaine PB1, un domaine ZZ, deux domaines CC, un domaine FW contenant
quatre résidus tryptophane impliqué dans les interactions protéines-protéines, deux régions LIR ainsi qu’un
domaine UBA. Ainsi, les récepteurs autophagiques interagissent a la fois avec la bactérie ubiquitinée dans le
cytoplasme via leur domaine de liaison a 1’ubiquitine et avec LC3 porté par le phagophore, grice a leur région
d’interaction avec LC3, adressant leur cible de maniere spécifique vers la machinerie autophagique.
Abréviations : CC : coiled-coil domain, cLIR : non-canonical LC3-interacting region, FIR : FIP200-interacting
region, FW : four tryptophane region, GALBI : galectine-8-binding region, KIR : Keapl-interacting region,
LIR : LC3-interacting region, MYOG : myosine 6, PB1 : phox and beml domain, SKICH : skeletal muscle and
kidney enriched inositol phosphatase carboxyl homology domain, TB : TRAF6-binding domain, Ub : Ubiqui-
tine, UBA : ubiquitin-associated domain, UBAN : ubiquitin-binding in ABIN and NEMO domain, ZF : zinc
finger domain, 7ZZ. . ZZ-type zinc finger domain.
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Plusieurs études ont élucidé le role de I’OPTN dans la xénophagie. L’OPTN peut se lier a la protéin LC3
via son domaine LIR et a I’ubiquitine via ses domaines UBAN et ZF, afin d’adresser les bactéries intracellulaires
ubiquitinées vers les autophagosomes. En effet, lors de I’infection des cellules par Salmonella enterica serovar
Typhimurium, I’OPTN s’associe aux bactéries recouvertes d’ubiquitine et recrute TBK1. TBK1 phosphoryle
I’OPTN dans son domaine LIR au niveau de la sérine-177, augmentant son affinité de liaison aux chaines
d’ubiquitine et a LC3, et favorisant ainsi la clairance de S. Typhimurium par la xénophagie (Wild et al., 2011;
Richter et al., 2016; Slowicka et al., 2016). L’OPTN se lie préférentiellement aux chaines linéaires de poly-
ubiquitine liées a la lysine-63 (K63) plutdt qu’aux chaines liées a la lysine-48 (K48) ou aux substrats marqués
par des chaines de mono-ubiquitine (Gleason et al., 2011). L’ubiquitination linéaire a la surface des bactéries
induit le recrutement de I’OPTN et de NEMO, induisant respectivement, I’autophagie sélective et 1’activation
du complexe IKK (inhibitor of kB kinase) (composé de IKK e, IKKf et IKK?Y) et donc la voie de signalisation
NF-kB, ce qui permet ainsi de limiter la prolifération bactérienne (Noad et al., 2017; van Wijk et al., 2017). De
plus, in vivo les poissons-zebres déficients pour I’Optn et infectés par S. Typhimurium présentent un risque de
mortalité plus élevé par rapport aux poissons-zebres contrdles (Chew et al., 2015). Enfin, les souris déficientes
pour I’ Optn sont plus sensibles a I’infection par S. Typhimurium, ce qui confirme I’importance de I’OPTN dans

la clairance bactérienne (Slowicka et al., 2016).

En plus de son rdle dans la reconnaissance des pathogenes intracellulaires, I’OPTN est un récepteur mul-
tifonctionnel impliqué dans différentes étapes de 1’autophagie, notamment la formation et la maturation des
autophagosomes. En effet, de plus en plus d’études suggerent que ’OPTN participe activement a différentes
étapes de la formation des autophagosomes, y compris I’initiation du phagophore et I’interaction avec LC3 (Li
et al., 2018; Evans and Holzbaur, 2020). Lors de I'initiation, I’OPTN recrute le complexe ULK vers les sites
d’initiation de 1’autophagie pour initier la biogenese des phagophores (Lazarou et al., 2015). En outre, ’OPTN
facilite le recrutement du complexe ATG12-ATGS5-ATG16L1 au niveau du phagophore, augmentant ainsi la
production de LC3-II (Bansal et al., 2018). Enfin, ’OPTN interagit d’'une part, avec ATG9A pour recruter des
vésicules ATG9 afin d’aider localement a la formation de la membrane de I’autophagosome et d’autre part,

avec LC3 pour adresser cette membrane au niveau des substrats (Richter et al., 2016; Yamano et al., 2020).

Par ailleurs, I’OPTN joue un réle essentiel dans la maturation des autophagosomes grace a ses interactions
avec la MYOG6 et les membres de la famille LC3 (Tumbarello et al., 2012). La MYOG6 est le seul moteur de
myosine non conventionnel connu, qui se déplace le long des filaments d’actine dans la direction opposée

(Buss et al., 2004). L’OPTN interagit directement avec la MYO®6, qui se lie a TOM1 (target of mybl membrane
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TABLEAU 2 : Roles des récepteurs autophagiques dans I’autophagie sélective, I’autophagie non sélective
et la régulation de différentes voies de signalisation.

Le texte en couleur grise indique des résultats conflictuels entre les études. Adapté de (Lamark and Johansen,
2021; Vargas et al., 2022).

Récepteur

Autophagie sélective

Autophagie non sélective

Régulation des voies de signalisation

OPTN

Mitophagie (Heo et al.,, 2015 ;
Lazarou et al., 2015 ; Wong and
Holzbaur, 2014 ; Moore and
Holzbaur, 2016)

Xénophagie (wild et al., 2011)
Agréphagie (Koracet al., 2013)

Réticulophagie
(Tschurtschenthaler et al., 2017)

Formation des autophagosomes
(Lazarou et al., 2015 ; Bansal et al., 2018)
Maturation des autophagosomes
(Tumbarello et al., 2012)

Régulation de la voie NF-kB (zhuetal.,
2007 ; Nagabhushana et al., 2011 ; Tanishima et
al., 2017 ; Montecalvo et al., 2017)

NDP52

Mitophagie (Heo et al., 2015 ;
Lazarou et al.,, 2015 ; Moore and
Holzbaur, 2016)

Xénophagie (Thurston et al,
2009 ; Thurston et al., 2012)

Formation des autophagosomes
(Lazarou et al.,, 2015 ; Ravenhill et al.,
2019 ; Vargas et al., 2019)

Maturation des autophagosomes
(Verlhac et al., 2015 ; Tumbarello et al.,
2012)

Régulation de la voie NF-kB (Inomata et
al., 2012 ; Ellinghaus et al., 2013)

Role nucléaire dans la régulation de
I'expression des génes et de la

structure de I’ADN (Fili et al., 2017 ; Dos
santos et al., 2023)

p62

Mitophagie (Heo et al., 2015 ;
Matsumoto et al., 2015)

Xénophagie (zheng et al., 2009)
Agréphagie (Bjorkoy et al., 2005

; Kirkin et al., 2009 ; Pankiv et al.,
2005)

Réticulophagie (vang et al,
2016 ; Ji etal., 2019)
Pexophagie (kim et al., 2008 ;

Deosaran et al., 2013 ; Yamashita
etal., 2014)

Lysophagie (Hung et al., 2013 ;
Papadopoulos et al., 2017)

Formation des autophagosomes
(Turco et al., 2019)

Régulation de la voie Keapl-Nrf2
(Komatsu et al., 2010 ; Ishimura et al., 2014)

TAX1BP1

Mitophagie (Heo et al., 2015 ;
Moore and Holzbaur, 2016)

Xénophagie (Tumbarello et al.,
2015)

Agréphagie (sarraf et al., 2020)

Lysophagie (koerver etal., 2019
; Eapen et al., 2021)

Maturation des autophagosomes
(Tumbarello et al., 2012)

Régulation de la voie NF-kB (iha et al.,
2008 ; Nakano et al., 2013)

NBR1

Xénophagie (Mostowy et al,
2011 ; Manzanillo et al., 2013 ;
Franco et al., 2017)

Agréphagie (Kirkin et al., 2009)
Pexophagie (Deosaran et al.,
2013 ; Yamashita et al., 2014)
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trafficking protein) afin d’adresser les membranes endosomales vers les autophagosomes, ce qui est nécessaire
pour la fusion autophagosome-lysosome (Hu et al., 2019). Par conséquent, le recrutement des complexes ULK
et ATG12-ATG5-ATG16L1, des vésicules ATG9 et la liaison de I’OPTN avec la MYO6 sont des mécanismes

essentiels induisant la formation et la maturation des autophagosomes au cours de 1’autophagie.

Outre son role de récepteur dans 1’autophagie sélective et dans la formation et la maturation des autopha-
gosomes, I’OPTN joue un role important dans la régulation de la voie de signalisation NF-kB. Initialement, des
études in vitro ont identifié I’OPTN comme un régulateur négatif de la signalisation NF-xB induite par le TNF.
En effet, ’OPTN présente une forte homologie de séquence avec NEMO, le régulateur central du complexe
IKK qui inhibe I’activation de NF-xB (Zhu et al., 2007; Clark et al., 2013). L’OPTN et NEMO possedent un
domaine de liaison a I’ubiquitine similaire, qui facilite la liaison aux chaines de poly-ubiquitine K63 (Gleason
et al., 2011). L’OPTN entre en compétition avec NEMO pour la liaison aux chalnes de poly-ubiquitine K63
présentes sur RIPK1 (receptor-interacting protein kinase 1), perturbant ainsi la formation du complexe IKK
et diminuant I’activation de NF-xB induite par le TNF (Schwamborn et al., 2000; Zhu et al., 2007; Sudhakar
etal., 2019). Des études structurelles ont montré que la liaison de 1’ubiquitine via le domaine UBAN de I’OPTN
est essentielle pour la suppression de 1’activation de NF-xB (Nakazawa et al., 2016). De plus, ’OPTN interagit
avec CYLD (cylindromatose), une enzyme déubiquitinase qui clive les chaines linéaires d’ubiquitine K63 des
protéines, telles que NEMO et RIPK1, afin de bloquer la signalisation NF-kB (Nagabhushana et al., 2011). Par
ailleurs, I’OPTN a également été identifié comme un partenaire de liaison de IRAK-1 (interleulin-1 receptor-
associated kinase-1), ou il supprime I’activation de NF-«xB en réponse a la stimulation des récepteurs IL-18
et TLR en empéchant la poly-ubiquitination de TRAF6 (TNF receptor-associated factor 6) (Tanishima et al.,
2017). Enfin, il a été démontré que I’OPTN supprime 1’activation de NF-kB induite par les récepteurs des cel-
lules T et la production de TNF, d’une maniere dépendante de la liaison a 1’'ubiquitine (Montecalvo et al., 2017).
Cependant, le role de I’OPTN dans la signalisation NF-xB reste encore a éclaircir in vivo. En effet, les souris
exprimant une mutation ponctuelle de 1I’Optn abolissant 1’activité de liaison aux chaines de poly-ubiquitine
(Gleason et al., 2011), ainsi que les souris dépourvues du domaine UBAN entier (Munitic et al., 2013) ou du
domaine de liaison a TBK1, présentent des réponses NF-kB normales (Meena et al., 2016). Les souris défi-
cientes pour 1’Optn ont un développement normal sans aucun signe d’inflammation. Aucune différence dans
I’activation de NF-xB n’a pu étre observée chez les souris déficientes pour I’ Optn ou les fibroblastes dérivés de

ces souris lors d’un traitement au TNF-o ou au LPS (Slowicka et al., 2016).
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Une étude a montré une association entre I’OPTN et la MC. En effet, une étude transcriptomique de
macrophages de patients atteints de la MC et de patients contrdles a révélé que le gene codant pour I’OPTN est
sous-exprimé chez environ 10 % des patients atteints de la MC, qu’ils ont appelés patients « OPTN!¥ » (Smith
et al., 2009, 2015). Cette diminution d’expression génique est associée a une diminution du taux de la protéine
Optn ainsi qu’une réduction de la sécrétion de cytokines par les macrophages lors d’une infection bactérienne
(Smith et al., 2015). Les macrophages de souris déficientes pour I’OPTN (Chew et al., 2015) et de patients
« OPTN®¥ 5, (Smith et al., 2015) sécrétent des niveaux plus faibles de TNF-a et d’IL-6 apreés une stimulation
par des E. coli inactivés par la chaleur, par rapport aux cellules contrdles. Par ailleurs, les souris déficientes
pour I’Optn sont plus sensibles a la colite induite par Citrobacter rodentium, a la péritonite induite par E. coli
(Chew et al., 2015) et a I’infection par S. Typhimurium (Slowicka et al., 2016). L’ensemble de ces données
suggere que la xénophagie médiée par I’OPTN est essentielle pour limiter la prolifération bactérienne dans la

pathogenese de la MC.

I11.3.1.2 NDP52

NDP52 est un récepteur crucial de I’autophagie de 52 kDa. Selon les bases de données du « Human Protein
Atlas » (http ://www proteinatlas.org), NDP52 est largement exprimé dans tous les types de tissus humains, tels
que le pancréas, le cerveau, le tube gastro-intestinal, le foie, la peau, etc. En tant que récepteur de 1’autophagie,
NDP52 contient un domaine N-terminal SKICH (skeletal muscle and kidney enriched inositol phosphatase car-
boxyl homology domain) (Fu et al., 2018), un motif LIR non canonique (cLIR, non-canonical LC3-interacting
region) (von Muhlinen et al., 2012), un domaine central CC pour son oligomérisation (Fu et al., 2018), une
région d’interaction avec la galectine-8 (GALBI, galectine-8-binding region) (Thurston et al., 2012) et un do-
maine de liaison a I’'ubiquitine composé de deux domaines ZF en C-terminal (Figure 38) (von Muhlinen et al.,
2012). NDP52 est capable d’interagir avec tous les orthologues humains de la famille LC3/GABARAP, mais
il se lie sélectivement a LC3C via son domaine cLIR, facilitant le recrutement de la machinerie autophagique
autour des substrats a dégrader (Ivanov and Roy, 2009; Thurston et al., 2009; von Muhlinen et al., 2012). Enfin,
NDP52 utilise son domaine de liaison a I’ubiquitine composé de deux domaines ZF pour médier ses interactions
avec MYO6 pour la maturation des autophagosomes et les molécules d’ubiquitine présentes a la surface des
bactéries (Morriswood et al., 2007; Tumbarello et al., 2012; Xie et al., 2015; Hu et al., 2019). Il a été démontré
que NDP52 est un récepteur multifonctionnel impliqué essentiellement dans la xénophagie (Thurston et al.,
2009, 2012) et 1a mitophagie (Heo et al., 2015; Lazarou et al., 2015; Moore and Holzbaur, 2016). NDP52 est
également activement impliqué dans la formation (Lazarou et al., 2015; Ravenhill et al., 2019; Vargas et al.,
2019) et la maturation des autophagosomes (Tumbarello et al., 2012; Verlhac et al., 2015) ainsi que dans la

régulation de la voie de signalisation NF-xB (Inomata et al., 2012; Ellinghaus et al., 2013). Enfin, des travaux
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TABLEAU 3 : Pathogenes ciblés par NDP52 au cours de la xénophagie.

Souche bactérienne

Référence

Salmonella enterica serovar Typhimurium

(Thurston et al., 2009 ; Thurston et al., 2012)

Streptoccocus pyogenes

(Thurston et al., 2009)

Shigella flexneri

(Mostowy et al., 2011)

Listeria monocytogenes

(Mostowy et al., 2011)

Mycobacterium tuberculosis

(Watson et al., 2012)
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récents ont identifié un role nucléaire de NDP52 dans la régulation de 1’expression des genes et de la structure
de I’ADN (Tableau 2) (Fili et al., 2017; Dos Santos et al., 2023). Dans cette section, seul le rdle de NDP52
dans la xénophagie bactérienne sera développé, ainsi que ses autres fonctions dans la formation et la maturation

des autophagosomes, dans la régulation de 1’expression des geénes et de la voie de signalisation NF-xB.

Plusieurs études ont montré que NDP52 cible divers pathogenes intracellulaires, dont Streptococcus pyo-
genes (Thurston et al., 2009), S. Typhimurium (Thurston et al., 2009, 2012), Shigella flexneri (Mostowy et al.,
2011), L. monocytogenes (Mostowy et al., 2011) et M. tuberculosis (Watson et al., 2012) vers I’autophagie pour
leur dégradation sélective (Tableau 3). Les bactéries intracellulaires peuvent s’échapper de leurs vacuoles et se
répliquer dans le cytoplasme des cellules. Les bactéries, en particulier S. Typhimurium qui est le modele de xé-
nophagie bactérienne le plus étudié, sont détectées par le syst¢tme immunitaire inné et marquées par des chaines
de poly-ubiquitine, qui servent de signal de reconnaissance a NDP52 pour recruter la machinerie autophagique
(Figure 39) (Xie et al., 2015). Une étude a révélé que I’extrémité C-terminale de NDP52 contient deux do-
maines ZF : un ZF dynamique non canonique (ZF1) et un ZF canonique de type CoH; (ZF2). Le domaine ZF2
se lie spécifiquement a la mono-ubiquitine ou a différents types de chaines d’ubiquitine, y compris les chaines
d’ubiquitine K48, K63 et M1, pour cibler les pathogenes en vue de leur dégradation autophagique (Xie et al.,
2015; Thurston et al., 2016).

De plus, S. Typhimurium peut étre reconnue par NDP2 par un autre signal de reconnaissance que 1’ubi-
quitine. En effet, S. Typhimurium établit sa principale niche intracellulaire dans une vacuole, appelée SCV
(Salmonella-containing vacuole), dés qu’elle entre en contact avec les cellules hotes. Les SCV proliferent dans
le cytosol de I’hdte, entrainant une rupture de la membrane des SCV ainsi que I’exposition des glycanes de
I’hdte, qui sont normalement situés a I'intérieur des SCV. Les galectines se lient aux glycanes et s’accumulent
rapidement sur les SCV endommagées. Cette concentration de galectines n’est pas seulement utilisée comme
marqueur de la membrane rompue, mais elle joue également un réle essentiel dans la reconnaissance des pa-
thogenes intracellulaires. En effet, NDP52 se lie a la galectine-8 qui est associée aux membranes des vacuoles
endommagées contenant des bactéries intracellulaires, grace a son domaine GALBI (Thurston et al., 2012). Ce
recrutement initial de NDP52 vers les bactéries intracellulaires via la galectine-8 facilite la liaison de NDP52 a
I’ubiquitine sur les bactéries et augmente le pourcentage de S. Typhimurium situées dans des autophagosomes

LC3-positifs et limite la croissance de S. Typhimurium (Figure 39) (Thurston et al., 2012).

NDP52 est également capable d’interagir avec d’autres protéines pour réguler la xénophagie, tels que les
protéines Rab. Ces protéines sont des régulateurs clés du trafic intracellulaire des membranes et de la biogenése
des organites qui controlent 1I’autophagie sélective (Nozawa et al., 2012; Haobam et al., 2014). Minowa-Nozawa

et co-auteurs, ont démontré que, lors d’une infection par des GAS (Group A Streptococcus), Rab35 s’accumule
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FIGURE 39 : Role du récepteur NDP52 dans I’élimination de Salmonella Typhimurium par la xénopha-
gie.

(1) Salmonella pénetre dans les cellules de 1’hdte en formant des SCV qui les protege du systeme de surveillance
de I’hote et sert de niche de réplication. (2) Les SCV peuvent étre endommagées, permettant ainsi I’acces aux
protéines cytosoliques de 1’hote. (3) Les glycanes exposés, qui sont normalement présents sur la face interne de
la vacuole, servent de signaux de danger reconnus par les galectines. Ensuite, Salmonella est détectée par des
ligases E3 qui générent un manteau d’ubiquitine dense, composé de différentes chaines et liaisons d’ubiquitine
autour de Salmonella. (4) Les galectines et 'ubiquitine recrutent NDP52, qui adresse Salmonella dans les pha-
gophores marqués par LC3. (5) Enfin, les autophagosomes contenant Salmonella vont maturer et (6) fusionner

avec un lysosome pour leur dégradation spécifique. Adaptée de (Tripathi-Giesgen et al., 2021).
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dans les endosomes contenant les bactéries et la forme active de Rab35 liée au GTP se lie directement aux
bactéries internalisées, induisant le recrutement de NDP52. Rab35 favorise 1’interaction entre NDP52 et 1’ubi-
quitine, ce qui est facilité par la kinase TBK1, qui s’associe a NDP52. Ainsi, Rab35 et TBK1 régulent le
recrutement de NDP52 au niveau des mitochondries endommagées et des autophagosomes afin de promou-
voir respectivement, la mitophagie et la maturation des autophagosomes (Figure 40) (Minowa-Nozawa et al.,
2017). De plus, le domaine SKICH de NDP52 peut se lier directement a deux protéines adaptatrices, NAP1 et
TBKBP1 (TANK-binding kinase 1-binding protein 1, également connue sous le nom de SINTBAD), qui a leur
tour, peuvent recruter TBK1 (Ryzhakov and Randow, 2007; Thurston et al., 2009; Li et al., 2016; Fu et al.,
2018). Le recrutement du complexe TBK1 par NDP52 et I’activité kinase de TBK1 sont tous deux nécessaires
au processus d’autophagie sélective médié par NDP52 (Thurston et al., 2009, 2016). Enfin, Parkin, une ligase
E3, est impliquée dans le recrutement de NDP52 au niveau des phagosomes de M. tuberculosis lors de I'infec-
tion, car la suppression de Parkin 2 diminue la colocalisation de M. tuberculosis avec NDP52, p62 ainsi que
NBR1 (Manzanillo et al., 2013). Par conséquent, NDP52 reconnait les chaines d’ubiquitine et la galectine-8 sur

les SCV, et grace a différentes interactions protéiques, NDP52 est capable d’activer la xénophagie.

En plus de son rdle dans la reconnaissance des pathogenes intracellulaires, NDP52 est impliqué dans
d’autres étapes de I’autophagie, notamment la formation et la maturation des autophagosomes. Des études sug-
gerent que NDP52 facilite la biogeneése des membranes d’isolation directement a la surface des mitochondries
et des pathogenes intracellulaires destinés a étre dégradés. En effet, il a précédemment été rapporté qu’en 1’ab-
sence de NDP52 et de I’OPTN, le recrutement du complexe ULK vers les mitochondries est altéré, suggérant
que les récepteurs ont la capacité de recruter la machinerie autophagique vers les mitochondries (Lazarou et al.,
2015). De plus, des travaux récents ont révélé que NDP52 peut former un complexe trimérique avec FIP200
et NAP1, qui sont respectivement, des sous-unités des complexes ULK et TBK1, qui sont essentiels pour la
formation des autophagosomes autour des mitochondries endommagées et des bactéries intracellulaires (Ra-
venhill et al., 2019; Vargas et al., 2019; Fu et al., 2021). L’interaction entre NDP52 et FIP200 est également
facilitée par I’activité de TBK1 (Vargas et al., 2019). De maniere cohérente, une étude récente a mis en évi-
dence que NDP52 stimule 1’affinité membranaire de FIP200 et d’ULK (Shi et al., 2020a,b). Conformément
a ces observations, d’autres travaux sur NDP52, ’OPTN et TAX1BP1 utilisant un systeme d’autophagie in
vitro entierement reconstitué ont démontré que tous ces récepteurs ont la capacité de recruter des protéines de
la machinerie autophagique (Chang et al., 2021). Dans I’ensemble, ces résultats conduisent au modele selon
lequel NDP52, ’OPTN et TAX1BP1 agissent en tandem pour initier la mitophagie en stimulant la biogenese
de I’autophagosome directement sur les mitochondries endommagées marquées par I’ubiquitine par le biais de

leur interaction avec les principaux composants de 1’autophagie.
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FIGURE 40 : Recrutement de NDP52 au niveau des bactéries intracellulaires ubiquitinées par Rab35 au
cours de la xénophagie.

Au cours d’une infection par des GAS (Group A Streptococcus), la protéine Rab35 liée au GTP (forme active)
se situe au niveau de la membrane de la vacuole contenant les bactéries. Les GAS sont ensuite capables de
s’échapper de cette vacuole et peuvent étre marqués par 1’ubiquitine. La présence de Rab35 au niveau de la
vacuole et la présence de I’ubiquitine au niveau de la bactérie, engendrent le recrutement de NDP52. Ainsi, la
liaison de NDP52 a Rab35 est facilitée par la kinase TBK1, ce qui permet a Rab35 de renforcer I’interaction
entre NDP52 et I’ubiquitine. Enfin, NDP52 se lie a LC3, adressant ainsi les GAS au sein du phagophore pour

leur dégradation sélective. Adaptée de (Minowa-Nozawa et al., 2017).

Actine 5’

MYO6
Membrane du RE

FIGURE 41 : Role de NDP52 dans la régulation de I’expression des genes.

La myosine 6 (MYO6) se lie au réticulum endoplasmique (RE) et est ensuite activée par NDP52 (ou CoCoA, un
co-activateur transcriptionnel), ce qui lui permet de se lier a I’ARN polymérase II (RNAPII, RNA polymerase
II) via I’ actine. Adaptée de (Fili et al., 2017).
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Par ailleurs, NDP52 est nécessaire pour 1’étape de maturation des autophagosomes contenant S. Typhi-
murium. La maturation des autophagosomes nécessite le transport des endosomes a proximité des autophago-
somes pour assurer la fusion des vésicules dans 1’autophagosome et I’endo/lysosome. Une étude de Verlhac et
co-auteurs a révélé que NDP52 se lie d’une part a LC3A, LC3B, ou GABARAPL?2 (Verlhac et al., 2015), et
d’autre part 8 MYO6 (Tumbarello et al., 2012). L’interaction NDP52-MYO6 favorise le trafic intracellulaire
des autophagosomes contenant des bactéries vers 1’extrémité des filaments d’actine pour faciliter la fusion avec
le lysosome, entrainant ainsi la dégradation de S. typhimurium (Verlhac et al., 2015). Par conséquent, NDP52
est un récepteur multifonctionnel de la xénophagie, capable d’initier la formation de phagophores en recrutant
les complexes ULK et TBK1, via FIP200 et NAP1. NDP52 peut également fixer les substrats aux membranes
des phagophores par I'intermédiaire de LC3. Et enfin, NDP52 favorise la maturation des autophagosomes en

interagissant avec MYQOO.

P

(Korioth et al., 1995; Sternsdorf et al., 1997), il n’y a que récemment qu’une fonction nucléaire a été mise en
évidence. Une étude tres récente a utilisé une approche multidisciplinaire pour caractériser les roles nucléaires
de NDP52 dans I’expression des genes et la régulation de la structure de I’ADN (Dos Santos et al., 2023).
NDP52 se lie spécifiquement et avec une grande affinité a I’ADN double brin, entrainant des changements
dans la structure de I’ADN in vitro (Dos Santos et al., 2023). Cette étude a également exploré 1’interactome
nucléaire de NDP52, qui montre un enrichissement pour les protéines impliquées dans la structure de I’ ADN et
la régulation des nucléosomes. Ces résultats supposent donc une fonction possible de NDP52 dans la régulation
de la chromatine (Dos Santos et al., 2023). Par ailleurs, de maniere intrigante, NDP52 partage 70 % d’identité
de séquence avec CoCoA, un co-activateur de transcription connu, suggérant un role potentiel de NDP52 dans
la transcription (Yang et al., 2006). De plus, MYOG6 joue un réle nucléaire important dans la transcription, la
réparation de I’ADN et la régulation de la chromatine et interagit avec I’ARN polymérase II (RNAPII, RNA
polymerase II) (Cook et al., 2020). Le complexe MYO6-NDP52 se lie a RNAPII, sur les sites d’initiation de la
transcription (Figure 41). Ces résultats suggerent que NDP52 participe a la transcription de part : (i) sa grande
homologie avec le co-activateur de la transcription CoCoA, (ii) sa colocalisation et sa liaison avec le complexe
RNAPII et (iii) sa déplétion diminue le niveau de I’ARNm in vitro (Fili et al., 2017). Par conséquent, il est
supposé que NDP52 peut avoir une fonction de régulation de I’expression des genes, tout comme CoCoA, qui

est lui aussi un partenaire de MYOG6 (Fili et al., 2017).
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Il a été démontré que NDP52 participe a la diminution de 1’inflammation en régulant négativement la si-
gnalisation NF-kB (Inomata et al., 2012; Ellinghaus et al., 2013). Une étude de séquencage de I’exome entier de
42 patients atteints de la MC et d’individus sains, a révélé une association entre la susceptibilité de développer la
MC et une mutation faux-sens commune, appelée Val248Ala (SNP rs2303015), entratnant le remplacement de
la valine par I’alanine en position 248 dans le domaine CC de NDP52 (Ellinghaus et al., 2013). Il a été montré

que le variant a risque NDP52"/248Ala

est toujours recruté au niveau des mitochondries pour exercer la mito-
phagie, ce qui n’est pas le cas pour un mutant dépourvu du domaine de liaison a 1’'ubiquitine (Thurston et al.,
2009; Lazarou et al., 2015). De plus, Ellinghaus et co-auteurs ont rapporté que la protéine NDP52 sauvage est
capable de réduire I’activation de NF-xB en réponse au poly(I :C) (polyinosinic-polycytidylic acid), un agoniste

2Va1248A1a associée

des TLR, dans les cellules Hel.a, ce que n’est pas capable de faire la protéine mutée NDP5
a la MC (Ellinghaus et al., 2013). Par conséquent, le rétro-contrdle négatif sur la signalisation TLR exercé par
NDP52 est altéré par le variant a risque NDP52"412484l  sroyoquant ainsi une inflammation plus importante
chez les patients atteints de la MC, ce qui pourrait étre I’'un des mécanismes sous-jacents de 1I’'implication de ce

variant dans la pathogenése de cette maladie (Ellinghaus et al., 2013).

I1.3.1.3 p62

La protéine p62 est une protéine multifonctionnelle hautement conservée d’un poids moléculaire de 62
kDa, qui se trouve dans le cytoplasme sous forme de points ou d’agrégats dispersés et peut étre transportée
entre le cytoplasme et le noyau (Park et al., 1995; Pankiv et al., 2007). Composée de 440 acides aminés,
p62 comprend six domaines, dont un domaine PB1 (phox et beml domain) qui permet son oligomérisation, un
domaine en doigt de zinc de type ZZ (ZZ-type zinc finger domain), un domaine de liaison a TRAF6 (TB, TRAF6-
binding domain), une région LIR, une région d’interaction avec Keapl (KIR, Keapl-interacting region), une
région d’interaction avec FIP200 (FIR, FIP200-interacting region) et un domaine UBA (Figure 38) (Pankiv
et al., 2007; Zhou et al., 2023). Découvert en 1995 (Park et al., 1995), le récepteur p62 fut le premier récepteur
identifié et décrit pour son role majoritaire dans I’agréphagie (Bjgrkgy et al., 2005; Pankiv et al., 2007; Kirkin
et al., 2009) et la xénophagie (Zheng et al., 2009). Il reste a ce jour le récepteur le plus étudié, et de nombreuses
études ont démontré que p62 joue également un rdle dans la lysophagie (Hung et al., 2013; Papadopoulos et al.,
2017), la pexophagie (Kim et al., 2008; Deosaran et al., 2013; Yamashita et al., 2014), la réticulophagie (Yang
etal., 2016; Ji et al., 2019) et dans une moindre mesure, dans la mitophagie (Heo et al., 2015; Matsumoto et al.,
2015). De plus, p62 est également activement impliqué dans la formation des autophagosomes (Turco et al.,

2019) ainsi que dans la régulation de la voie de signalisation Keap1 (kelch-like ECH-associated protein I)-Nrf2
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TABLEAU 4 : Pathogenes ciblés par p62 au cours de la xénophagie.

Mécanisme pendant

Souche bactérienne o . o
I'infection bactérienne

Référence

Listeria monocytogenes Xénophagie

(Mostowy et al., 2011)

Xénophagie : p62 cible les Shigella

Shigella flexneri piégées dans des cages de septine

(Mostowy et al., 2011)

. Xénophagie
Salmonella enterica

(zheng et al., 2009 ;
Cemma et al., 2011)

serovar Typhimurium
Activation de la voie Keap1-Nrf2

(Ishimura et al., 2014)

. Xénophagie
Mpycobacterium

(Watson et al., 2012 ;
Sakowski et al., 2015)

tuberculosis
Activation de la voie Keap1-Nrf2

(Bonilla et al., 2013)

Acinetobacter baumannii Xénophagie

(Wang et al., 2016)

Chlamydia trachomatis Xénophagie

(Wang et al., 2021)
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(nuclear erythroid-related factor 2) (Komatsu et al., 2010; Ishimura et al., 2014). Son role dans la régulation de
la voie de signalisation NF-kB (Wooten et al., 2005; Kim and Ozato, 2009; Nakamura et al., 2010) nécessite de
plus amples recherches (Tableau 2). Enfin, méme en absence d’interaction avec LC3, p62 est localisé au niveau
du phagophore et est dégradé au cours du flux autophagique, ce qui fait de la diminution de 1I’accumulation de
p62 un marqueur de I’activation d’une autophagie fonctionnelle (Klionsky et al., 2021). Dans cette section, seul
le role de p62 dans la xénophagie bactérienne sera détaillé, ainsi que ses autres fonctions dans la formation des

autophagosomes et dans la régulation des voies de signalisation Keap1-Nrf2 et NF-xB.

Le role de p62 dans la xénophagie a principalement été étudié dans le contr6le de la réplication intracel-
lulaire de S. Typhimurium (Zheng et al., 2009). D’autres études ont également montré que diverses especes
bactériennes, telles que Shigella flexneri (Mostowy and Cossart, 2012), L. monocytogenes (Mostowy et al.,
2011) et M. tuberculosis (Watson et al., 2012) sont spécifiquement adressées, via p62, au sein d’autophago-
somes natifs positifs pour LC3 en vue de leur dégradation (Tableau 4). Dans des expériences d’infection ex
vivo utilisant des macrophages, p62 colocalise avec M. tuberculosis et controle sa réplication. Dans ce méme
modele d’infection, la suppression de p62 augmente la survie de M. tuberculosis (Sakowski et al., 2015). De
plus, une étude a révélé un mécanisme unique de la xénophagie de I’hdte déclenchée par la liaison de I’ubi-
quitine a une protéine de surface bactérienne. De facon intrigante, au cours de I'infection des macrophages, la
protéine de surface Rv1468c de M. tuberculosis, une protéine contenant un domaine de liaison a I’ubiquitine
de type eucaryote, peut &tre reconnue par 1’ubiquitine de I’héte. La liaison directe de 1’ubiquitine a Rv1468c,
mais pas 1’ubiquitination par les ligases E3, recrute le récepteur p62 pour adresser les mycobactéries dans les
autophagosomes LC3-positifs. La perturbation de I’interaction Rv1468c-ubiquitine réduit la clairance de M.
tuberculosis par la xénophagie dans les macrophages et augmente la charge bactérienne chez les souris pré-
sentant des réponses inflammatoires élevées (Chai et al., 2019). Enfin, la suppression de Parkin 2 diminue la

colocalisation de M. tuberculosis avec NDP52, p62 ainsi que NBR1 (Manzanillo et al., 2013).

Des modulateurs supplémentaires de p62, qui fonctionnent dans la régulation de la xénophagie, ont été
rapportés. Par exemple, TBK1 joue un réle important dans la promotion de la xénophagie en activant p62 via
la phosphorylation de la sérine-403 dans le domaine UBA de p62, permettant le recrutement de p62 sur les
pathogenes intracellulaires recouverts d’ubiquitine et induisant son auto-oligomérisation. La phosphorylation
du domaine UBA améliore fortement 1’activité de p62 et est impliquée dans 1’élimination de M. tuberculosis
par I’autophagie (Pilli et al., 2012). Au cours de I’autophagie sélective, I’auto-oligomérisation de p62 joue un
rdle crucial dans I’acheminement des substrats ubiquitinés vers la voie autophagique, un processus piloté par le

domaine PB1 (Nakamura et al., 2010). Le domaine UBA de p62 reconnait ensuite 1’enveloppe d’ubiquitine des
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pathogeénes et s’y lie, tandis que le domaine LIR de p62 interagit avec LC3 présent sur le phagophore. En outre,

le domaine TB de p62 interagit avec TRAF6, activant la voie de signalisation NF-xB (Min et al., 2018).

Par ailleurs, p62 agit en collaboration avec d’autres récepteurs de 1’autophagie tels que NDP52 afin
d’adresser S. Typhimurium (Cemma et al., 2011), L. monocytogenes (Mostowy et al., 2011) et Shigella flex-
neri (Mostowy et al., 2011) au sein des autophagosomes. Les septines, un type de protéines conservées se liant
au GTP, forment des cages autour des Shigella intracellulaires, mais pas des Listeria, pour limiter la proliféra-
tion bactérienne (Mostowy et al., 2011). Au cours de ’infection par Shigella, p62 et NDP52 sont recrutés de
maniere inter-dépendante dans les cages de septine contenant Shigella et régulent mutuellement leur activité
xénophagique (Mostowy et al., 2011). Cependant, lorsque les cellules hotes sont envahies par Listeria, p62 et
NDP52 peuvent étre recrutés indépendamment I’un de I’autre. De méme, une autre étude a suggéré que, bien
que partageant une cinétique de recrutement similaire pour S. Typhimurium, p62 et NDP52 sont recrutés in-
dépendamment I’un de 1’autre pour cibler différents micro-domaines entourant les bactéries afin de faciliter la

xénophagie (Cemma et al., 2011).

Le r6le de p62 dans la formation des autophagosomes n’a été élucidé que dernierement. En effet, p62 est
capable de recruter le complexe ULK au niveau des substrats ubiquitinés grace a sa liaison directe avec FIP200
a travers son domaine FIR (Turco et al., 2019), entrainant la formation d’autophagosomes directement sur les

substrats a dégrader pour leur élimination spécifique.

La fonction anti-microbienne de p62 ne se limite pas a la xénophagie, puisque p62 active la voie Keapl-
Nrf2 (Jain et al., 2010; Komatsu et al., 2010; Ichimura et al., 2013), I’un des principaux mécanismes de défense
cellulaire contre le stress oxydatif. Dans des conditions normales, le facteur de transcription Nrf2 est consti-
tutivement dégradé par la voie protéasomale. Son partenaire de liaison, Keapl, est un adaptateur qui cible en
continu Nrf2 pour sa dégradation (Taguchi et al., 2011). Cependant, lors de I’infection par S. Typhimurium,
p62 est recruté au niveau du pathogene puis phosphorylé sur la sérine-351 dans son domaine KIR, ce qui en-
gendre une augmentation de I’affinité de p62 pour Keapl et donc une séquestration de Keapl au niveau de S.
Typhimurium et un échappement de Nrf2 a la dégradation (Ichimura et al., 2013; Ishimura et al., 2014). En plus
de la phosphorylation de la sérine-351, I’oligomérisation de p62 est nécessaire pour la localisation de Keapl
au niveau de S. Typhimurium. En conséquence, Nrf2 est stabilisé, puis il se transloque vers le noyau et se lie
aux éléments de réponse anti-oxydante de I’ADN pour induire la transcription des genes qui codent pour les

protéines anti-oxydantes (Harvey et al., 2011). Les substrats autophagiques ubiquitinés, ainsi que p62 phospho-
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FIGURE 42 : Activation de la voie Keap1-Nrf2 par p62 pendant la xénophagie.

La voie de signalisation Keap1-Nrf2 est I'un des principaux mécanismes de défense cellulaire contre le stress
oxydatif. En réponse a une infection par Salmonella, la sérine-403 du domaine UBA de p62 est phosphory-
1ée par TBK1, ce qui favorise la translocation de p62 au niveau des Salmonella ubiquitinées. Par la suite, la
sérine-351 du domaine KIR de p62 est phosphorylée, induisant la séquestration de Keapl sur Salmonella. En
conséquence, Nrf2 est stabilisé, puis il se transloque dans le noyau pour induire la transcription des génes co-
dant pour des protéines anti-oxydantes. Adaptée de (Ishimura et al., 2014).

Abréviations : Keapl : kelch-like ECH-associated protein 1, KIR : Keapl-interacting region, Nrf2 : nuclear
erythroid-related factor 2, p62/SQSTMI : sequestosome 1, TBK1 : TANK-binding kinase 1, Ub : ubiquitine,

UBA : ubiquitin-associated domain.
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rylé et le complexe Keapl, sont dégradés par I’autophagie, entrainant 1’élimination des composants cyto-
toxiques (Figure 42) (Taguchi et al., 2011; Ichimura et al., 2013). De la méme fagon, il a été rapporté que
dans les macrophages dépourvus d’ATG?7 et infectés par M. tuberculosis, p62 s’accumule, est phosphorylé sur
la sérine-351 de son domaine KIR, ce qui active Nrf2 et induit ainsi I’expression des geénes cibles de Nrf2,

entrainant une augmentation du nombre de M. tuberculosis dans les phagosomes (Bonilla et al., 2013).

La propriété d’hétérodimérisation du domaine PB1 de p62 permet sa liaison aux domaines PB1 d’autres
protéines, permettant ainsi a p62 de réguler de facon directe ou indirecte la voie de signalisation NF-kB. En
effet, il a été montré que les domaines PB1 de MEKK3 (mitogen-activated protein kinase kinase 3), une MAPK
kinase, et de p62 s’hétérodimérisent (Nakamura et al., 2010). Le complexe p62-MEKK3 se lie a TRAF®6,
qui régule I’ubiquitination du complexe IKK et I’activation de la voie NF-xB (Yang et al., 2001). De plus,
I’inhibition de I’expression de p62 supprime 1’activation de NF-xkB médiée par MEKK3 (Nakamura et al.,
2010). p62 est connu pour induire la production de cytokines pro-inflammatoires via la poly-ubiquitination de
TRAFG6 et ainsi I’activation de NF-xB (Duran et al., 2008). Une fois ubiquitiné, TRAF6 facilite I’assemblage de
chaines de poly-ubiquitine K63 conduisant a I’activation du complexe IKK et a la signalisation NF-xB (Wooten
et al., 2005). Contrairement a ces résultats, d’autres études ont révélé que la signalisation p62 est également
impliquée dans les réponses anti-inflammatoires. Par exemple, p62 inhibe la formation du complexe MYD88
(myeloid differentiation primary response 88)-TRAF6, un processus vital pour supprimer 1’expression de I'IL.-6
(Into et al., 2010), et la surexpression de p62 diminue la production de cytokines pro-inflammatoires (Kim and
Ozato, 2009). Enfin, il a également été constaté que p62 diminue I’'inflammation en réponse a I’adiponectine
apres une stimulation par le LPS dans les macrophages (Tilija Pun and Park, 2017). Par conséquent, bien que
p62 soit impliqué dans la régulation de la voie NF-xB, des recherches plus approfondies sont nécessaires pour

entierement élucider son rdle.

I11.3.1.4 TAX1BP1

TAXI1BPI1, également connu sous le nom de T6BP (Traf6-binding protein) ou CALCOCO3 (calcium
binding and coiled-coil domain 3) (Morriswood et al., 2007) est un proche paralogue de NDP52. La protéine
TAX1BP1 a été conservée au cours de 1’évolution (Tumbarello et al., 2015) et est exprimée dans tous les types
de tissus, avec une expression plus importante dans les reins et le cerveau (Sarraf et al., 2020). TAX1BP1
est composé d’un domaine SKICH, un domaine cLIR, un domaine central d’oligomérisation contenant trois
régions CC et un domaine de liaison a 1’'ubiquitine contenant deux domaines ZF (Figure 38) (Morriswood
etal., 2007; Verstrepen et al., 2011; Ceregido et al., 2014; Fu et al., 2018). TAX1BP1 est un récepteur impliqué
dans la mitophagie (Heo et al., 2015; Moore and Holzbaur, 2016), la xénophagie (Tumbarello et al., 2015) et
récemment dans 1’agréphagie (Sarraf et al., 2020) et la lysophagie (Koerver et al., 2019; Eapen et al., 2021).
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De plus, TAX1BP1 est également activement impliqué dans la maturation des autophagosomes (Tumbarello
etal., 2012) ainsi que dans la régulation de la voie de signalisation NF-xB (Iha et al., 2008; Nakano et al., 2013)
(Tableau 2). Dans cette section, seul le role de TAX1BP1 dans la xénophagie bactérienne sera développé, ainsi
que ses autres fonctions dans la maturation des autophagosomes et dans la régulation de la voie de signalisation

NF-xB.

Le role de TAX1BP1 dans la xénophagie a été mis en évidence pour la premiere fois par une étude en
2015, qui montre son implication dans la clairance de S. Typhimurium cytosolique (Tumbarello et al., 2015).
Au cours de I'infection, TAX1BP1 est recruté par des S. Typhimurium ubiquitinées, tandis que la suppression
de I’expression de TAX1BP1 conduit a une accumulation des S. Typhimurium ubiquitinées dans le cytosol des
cellules HeLa. Les auteurs ont également confirmé que TAX1BP1 peut se lier a LC3B, LC3C, GABARAPL1
et L2 sur la membrane externe des autophagosomes, permettant a un plus grand nombre de phagophores de se
développer en autophagosomes pour capturer les bactéries cytosoliques (Tumbarello et al., 2015). Le domaine
ZF2 de TAX1BP1 interagit avec les chaines de poly-ubiquitine K63 présentes sur S. Typhimurium, ce qui
favorise la clairance autophagique des bactéries (Iha et al., 2008; Tumbarello et al., 2015). De plus, Fu et co-
auteurs ont révélé que le domaine SKICH de TAX1BP1 peut interagir avec la sous-unit¢é NAP1 de TBKI1,
s’associant ainsi indirectement a TBK1. TBK1 peut phosphoryler TAX1BP1 pour promouvoir son affinité
envers les chaines d’ubiquitine sur les bactéries ainsi que LC3 (Tumbarello et al., 2015; Fu et al., 2018). Le role
de TAX1BPI dans la xénophagie a également été récemment étendue a la prise en charge de M. tuberculosis
(Budzik et al., 2020; Bell et al., 2021). Les auteurs ont démontré que la perte de TAX1BP1 dans les macrophages
conduisait a une accumulation de M. tuberculosis marqué par 1’ubiquitine, ainsi qu’a une diminution de M.
tuberculosis situé dans des autophagosomes LC3-positifs, suggérant que TAX1BP1 recrute M. tuberculosis
vers le phagophore (Budzik et al., 2020). Enfin, tout comme NDP52, TAX1BP1 se lie également a la galectine-
8 (Bell et al., 2021), ce qui permet un recrutement direct du pathogene intracellulaire au niveau du phagophore.
La perturbation de I’interaction galectine-8-TAX1BP1 entraine une diminution du nombre de M. tuberculosis
retrouvés dans des autophagosomes TAX1BP1- et LC3-positifs (Bell et al., 2021). Par conséquent, au cours de
I’infection, I’ensemble de ces études implique fortement TAX1BP1 en tant que récepteur ciblant M. tuberculosis

et S. Typhimurium pour leur dégradation par la xénophagie.

En plus de son rdle dans la reconnaissance des pathogenes intracellulaires, TAX1BP1 est également impli-
qué dans d’autres étapes de 1’autophagie, en particulier la maturation des autophagosomes. En effet, TAX1BP1

interagit d’une part, avec les protéines LC3 associées a I’autophagosome et d’autre part, avec MYO6, permet-
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tant I’adressage des autophagosomes vers la voie endo-lysosomale et donc la fusion des autophagosomes avec

les lysosomes (Tumbarello et al., 2012; Hu et al., 2018b).

Initialement, les études menées sur TAX1BP1 concernaient son role dans la régulation de la voie de si-
gnalisation NF-kB. Il a été mis en avant que les fibroblastes embryonnaires de souris déficientes pour Taxibpl
présentent une signalisation NF-kB accrue en réponse a une stimulation par le TNF-¢¢ ou I'IL-1f (Tha et al.,
2008; Nakano et al., 2013). Notamment, ces effets ont été reproduits in vivo puisque les souris déficientes pour
Tax1bpl naissent normales, mais développent une valvulite cardiaque inflammatoire, meurent prématurément
et sont hypersensibles a 1’inflammation provoquée par le TNF-a ou I'IL-1 (Iha et al., 2008; Nakano et al.,
2013).

I11.3.1.5 NBR1

NBRI a été découvert comme un récepteur de 1’autophagie sélective principalement en raison de son
interaction et de sa similarité structurale avec p62 (Kirkin et al., 2009; Waters et al., 2009). Chez I’homme,
NBRI1 est beaucoup moins abondant dans la plupart des types de cellules que p62, avec une différence de
10 a presque 100 fois au niveau protéique (Wang et al., 2015). Selon « The Human Protein Atlas », les deux
protéines sont exprimées dans la plupart des tissus avec peu de spécificité tissulaire. Les récepteurs NBR1 et
p62 partagent un domaine N-terminal PB1, un domaine ZZ, un motif LIR et un domaine UBA en C-terminal.
En outre, NBR1 est composé de deux domaines CC et d’un domaine en plus appelé domaine FW impliqué
dans les interactions protéine-protéine (Figure 38) (Deosaran et al., 2013). Le domaine PB1 est également
impliqué dans les interactions avec d’autres protéines contenant un domaine PB1 (comme p62), tandis que les
domaines CC assurent son oligomérisation. Le domaine UBA se lie a ’'ubiquitine et aux substrats ubiquitinés,
et le domaine LIR se lie aux protéines de la famille LC3 (Johansen and Lamark, 2020). Le domaine FW a été
nommé ainsi parce qu’il contient quatre résidus de tryptophane (W) hautement conservés, mais il peut aussi
étre appelé domaine NBR1-like ou NBR1 (Kraft et al., 2010). Par exemple, le domaine FW se lie a la protéine
MAPIB (microtubule-associated protein 1B) associée aux microtubules et a TAX1BP1 (Turco et al., 2021).
NBRI1 a d’abord été identifié pour sa collaboration avec p62 dans I’agréphagie (Kirkin et al., 2009). Son rdle
dans la xénophagie (Mostowy et al., 2011; Manzanillo et al., 2013; Franco et al., 2017), qui est moins connu, et
dans la pexophagie (Deosaran et al., 2013; Yamashita et al., 2014), n’a été étudié¢ que bien plus tard (Tableau

2). Dans cette section, seul le role de NBR1 dans la xénophagie bactérienne sera développé.
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FIGURE 43 : Evitement de la reconnaissance de Listeria monocytogenes par I’autophagie.

Apres son entrée dans la cellule, Listeria monocytogenes s’échappe de sa vacuole d’endocytose en sécrétant la
listériolysine O (LLO). Libre dans le cytoplasme, elle exprime la protéine ActA qui permet la polymérisation
de I’actine de la cellule hote et la protéine InlK ancrée a la surface de la bactérie, qui recrute les protéines
VMP (vault major protein) de I’hote, empéchant ainsi sa reconnaissance par 1’autophagie. Un mutant pour
les protéines ActA (AactA) et InlK (AinlK) est ubiquitiné, recrutant p62 et conduisant a la séquestration et la

dégradation de la bactérie dans un autolysosome.
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Les bactéries intracellulaires exposées dans le cytosol sont marquées par des chaines d’ubiquitine et sé-
questrées dans les autophagosomes par des récepteurs se liant a I’ubiquitine (Goodall et al., 2022). NBR1,
NDP52 et p62 sont recrutés au niveau de M. tuberculosis (Manzanillo et al., 2013) et de S. flexneri (Mostowy
et al., 2011) intracellulaires. En effet, lors d’une infection par S. flexneri, NBR1 est nécessaire au recrutement
de p62 et NDP52, méme si le mécanisme reste encore inconnu (Mostowy et al., 2011). Lors d’une infection
par M. tuberculosis, NBR1 et p62 sont recrutés au niveau du pathogene de maniere dépendante de Parkin 2,
une ligase E3, étant donné que la suppression de Parkin 2 diminue la colocalisation de M. tuberculosis avec
NDP52, p62 ainsi que NBR1 (Manzanillo et al., 2013). NBR1 peut également étre recruté par Smurfl, une
autre ligase E3, au niveau de M. tuberculosis et de L. monocytogenes (Franco et al., 2017). De plus, les souris
dépourvues de Parkin 2 ou de Smurfl sont plus sensibles a I’infection par M. tuberculosis, ce qui suggere que
les deux ligases E3 sont importantes pour le recrutement de NBR1 et la xénophagie qui s’ensuit (Manzanillo
et al., 2013; Franco et al., 2017). Par ailleurs, la protéine de surface Rv1468c de M. tuberculosis se lie aux
chaines de poly-ubiquitine et recrute NBR1, de maniere dépendante de I’'UBA (Chai et al., 2019). NBR1 est
également recruté dans les vésicules contenant des GAS de maniere dépendante de Tollip. La suppression de
Tollip empéche le recrutement de NBR1, NDP52 et TAX1BP1 dans les vésicules contenant des GAS (Lin et al.,
2020).

I11.3.2 Echappement des bactéries a la xénophagie

Bien que les bactéries intracellulaires soient ciblées par la xénophagie pour étre éliminées, certaines
d’entre elles développent diverses stratégies pour détourner I’autophagie a leur avantage en sécrétant des fac-
teurs de virulence (Hu et al., 2020). Ces effecteurs leurs permettent d’éviter d’€tre reconnues par la machinerie
autophagique, de limiter 1’induction de ce processus, voire méme de le détourner pour assurer leur propre

réplication (Riebisch et al., 2021).

I11.3.2.1 Evitement de la reconnaissance par la machinerie autophagique

L’une des stratégies développées par les bactéries pour se protéger de la dégradation par la xénophagie
est d’éviter d’€tre reconnues par la machinerie autophagique. Par exemple, L. monocytogenes est capable de
s’échapper du phagosome en exprimant la listériolysine O (LLO) (Cossart et al., 1989). Si I’activité de la LLO
est insuffisante pour permettre aux bactéries d’échapper a 1’autophagie, celles-ci sont capables de former des
phagosomes, appelés SLAP (spacious Listeria-containing phagosomes), générés de maniere dépendante de
I’autophagie, permettant ainsi aux bactéries de se développer lentement. De plus, L. monocytogenes sécrete les
effecteurs ActA et InlK, qui, respectivement, empéche son ubiquitination (Yoshikawa et al., 2009) et masque

sa surface en se liant aux protéines cytoplasmiques MVP (major vault protein) de I’hdte (Dortet et al., 2011),
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FIGURE 44 : Evitement de la reconnaissance de Shigella flexneri par I’autophagie.

Apres son entrée dans la cellule, Shigella flexneri sécrete plusieurs effecteurs grace a son systeme de sécrétion
de type III (T3SS, type 3 secretion system). Leffecteur bactérien IpaB est responsable de la lyse de sa vacuole
d’endocytose. Dans le cas de la bactérie sauvage, 1’effecteur IcsB se lie a la protéine de surface bactérienne
VirG pour bloquer ATGS5, inhibant I’initiation de I’autophagie et la formation de cages de septine autour des
bactéries. De plus, I’effecteur VirA inactive Rabl, inhibant également la formation d’autophagosome. Ainsi, la
bactérie sauvage n’est pas prise en charge dans un autophagosome et peut se disséminer en recrutant a un de ses
podles la machinerie eucaryote nécessaire a la polymérisation de 1’actine. Au contraire, dans le cas d’un mutant
pour la protéine IcsB (AicsB), celui-ci continue a exposer la protéine VirG a sa surface, qui est reconnue par
ATGS, ciblant ainsi les bactéries vers les autophagosomes pour leur dégradation, induisant ainsi la séquestration
et la dégradation de la bactérie dans un autophagosome. Adaptée de (Huang and Brumell, 2014).
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évitant ainsi sa reconnaissance par I’autophagie (Figure 43) (Yoshikawa et al., 2009; Mitchell et al., 2015).
Enfin, les phospholipases C, PIcA et PlcB de L. monocytogenes empéchent la formation de PI3P, bloquant la
lipidation de LC3 et ainsi I’autophagie (Tableau 5) (Mitchell et al., 2015).

De méme, Shigella flexneri est capable de s’échapper du phagosome en sécrétant son effecteur IcsB qui
cache sa propre protéine de membrane externe VirG, inhibant ainsi le recrutement d’ ATGS5 et donc 1’adressage
de la bactérie vers le phagophore (Ogawa et al., 2005). IscB, en association avec le facteur VirA, bloque le
recrutement de LC3 a la vacuole et facilite I’échappement de S. flexneri des vacuoles LC3-positives formées
(Figure 44) (Campbell-Valois et al., 2015). De plus, IcsB empéche aussi le recrutement des protéines ubiqui-
tine et le recrutement de p62 et de NDP52 (Mostowy et al., 2011). IcsB recrute également Toca-1 (transducer
of CDC42-dependent actin assembly-1) pour inhiber I’agrégation de NDP52 et LC3 afin d’échapper a la xéno-
phagie (Tableau 5) (Baxt and Goldberg, 2014).

Appartenant aux bactéries intracellulaires obligatoires, Rickettsia parkeri pourrait échapper a la xénopha-
gie de la cellule hote et se propager facilement de cellule en cellule. Encodée par toutes les especes de Rickettsia
séquencées, I’enzyme Patl (patatin-like phospholipase A2) permet a Rickettsia parkeri d’échapper a la recon-
naissance de p62 en évitant le recrutement de poly-ubiquitine (Borgo et al., 2022). De plus, R. parkeri utilise
ses deux protéines-lysine méthyltransférases (PKMT 1/2, protein lysine methytransferase) pour méthyler les
résidus lysine des protéines de la membrane externe, empéchant ainsi son ubiquitination et son ciblage par
I’autophagie (Engstrom et al., 2021). Enfin, R. parkeri utilise la protéine OmpB (outer membrane protein B) de
la membrane externe pour bloquer I’ubiquitination des protéines de la surface bactérienne et la reconnaissance
ultérieure par les récepteurs de I’autophagie. OmpB est également nécessaire a la formation d’une couche de

protection semblable a une capsule autour de la bactérie (Tableau 5) (Engstrom et al., 2019).

II1.3.2.2 Inhibition de I’induction de I’autophagie

Afin d’éviter la dégradation par la xénophagie, les bactéries sont capables de bloquer I’induction de 1’au-
tophagie et la formation de 1’autophagosome. Par exemple, grace a I’expression du T3SS, S. Typhimurium peut
altérer la membrane de la SCV afin de détourner la machinerie autophagique pour réparer les dommages subis
par la membrane. Cela empéche I’exposition des bactéries au cytosol et permet le recrutement des protéines
Rab5, Rab7 et LAMP1 (lysosome-associated membrane glycoprotein 1) induisant la maturation progressive de
la SCV ainsi que la survie et la réplication intracellulaire de la bactérie (Figure 45) (Kreibich et al., 2015). S.
Typhimurium sécreéte plus de 30 protéines effectrices dans le cytosol de 1’hote via son T3SS2 (Figueira et al.,
2013), ce qui entraine le recrutement de la kinase FAK (focal adhesion kinase) a la surface du SCV, activant la
voie AKT-mTOR (mechanistic target of rapamycin) et bloquant ainsi 1’autophagie dans les macrophages, les

cellules épithéliales et les fibroblastes (Owen et al., 2014). De plus, la protéine effectrice SseL de S. Typhimu-
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FIGURE 45 : Contournement de la machinerie autophagique par Salmonella Typhimurium pour éviter
sa dégradation par I’autophagie.

Apres internalisation par les cellules hotes, Salmonella réside dans une vacuole appelée SCV (Salmonella-
containing vacuole) et peut endommager cette derniere grace a I’expression d’un premier systeme de sécré-
tion de type III (T3SS-1, type 3 secretion system 1), qui est nécessaire a I’invasion bactérienne. Salmonella
est capable d’utiliser la machinerie autophagique pour réparer les dommages induits aux SCV en recrutant,
dans un premier temps, les protéines LC3 associées a la membrane autophagosomale. Ceci permet, dans un
second temps, le recrutement des protéines Rab5, Rab7 et LAMPI (lysosome-associated membrane glycopro-
tein 1) afin de permettre la maturation du compartiment réparé et 1I’expression d’un deuxieme T3SS (T3SS-2,
type 3 secretion system 2) par la bactérie, provoquant la formation d’une vacuole filamenteuse, appelée SIF
(Salmonella-induced filament), facilitant ainsi la survie bactérienne. Adaptée de (Owen and Casanova, 2015).
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rium élimine les agrégats d’ubiquitine associés a la surface de la SCV, inhibant le recrutement de p62 et LC3,
diminuant son ciblage vers 1’autophagosome et favorisant ainsi sa réplication (Tableau 5) (Mesquita et al.,

2012).

Par ailleurs, Legionnella pneumophila inhibe sa reconnaissance par 1’autophagie et donc la formation de
I’autophagosome, en injectant la cystéine protéase RavZ dans le cytoplasme des cellules hotes, qui est le seul
facteur bactérien identifié inhibant directement les composants du processus autophagique. RavZ déconjugue
de facon irréversible LC3 de la PE (Choy et al., 2012), empéchant ainsi I’adressage vers les autophagosomes
(Figure 46). L. pneumophila échappe également a la xénophagie en perturbant le recrutement de p62 dans la
vacuole LCV (L. pneumophila-containing vacuole). En effet, L. pneumophila sécrete des effecteurs de 1a famille
SidE qui ubiquitinent de fagon non canonique les protéines de la vacuole LCV (Qiu et al., 2016), empéchant
p62 de reconnaitre efficacement les bactéries et donc d’initier la xénophagie (Tableau 5) (Omotade and Roy,

2020).

Enfin, I’interaction entre ATG16L1 et la protéine C3 du complément qui opsonise les bactéries, joue un
role important dans I’initiation de la xénophagie. En effet, L. monocytogenes opsonisée par la protéine C3
est dégradée par 1’autophagie grace a I'interaction C3-ATG16L1. En revanche, S. flexneri et S. Typhimurium
expriment les omptines, des protéases de membrane externe, qui clivent la protéine C3, leur permettant ainsi

d’échapper a la dégradation autophagique médiée par la protéine C3 (Figure 47) (Sorbara et al., 2018).

I11.3.2.3 Dégradation des récepteurs de la xénophagie

Pour échapper a la xénophagie, certaines bactéries sont capables de dégrader les récepteurs de I’autophagie
afin qu’elles ne soient pas adressées dans les autophagosomes. Par exemple, dans le cas d’une infection par
les GAS, la cystéine protéase SpeB dégrade les récepteurs de 1’autophagie p62, NBR1 et NDP52 dans les
cellules, échappant ainsi a la xénophagie et favorisant sa réplication (Barnett et al., 2013). De plus, il a été
rapporté qu’au cours de I'infection par Streptococcus pneumoniae, CbpC, qui est exposé a la surface cellulaire
du pneumocoque, pouvait se lier a p62 et agir comme un leurre pour la dégradation autophagique d’ATG14,
supprimant la xénophagie et favorisant ainsi la survie bactérienne dans les cellules hétes (Shizukuishi et al.,
2020). Enfin, une étude plus récente a démontré que lors d’une infection par M. tuberculosis, 1a protéine PPM1A
(protein phosphatase Mg**/Mn’*-dependent 1A) inhibe la xénophagie en déphosphorylant directement p62,
entrainant une altération de 1’élimination de M. tuberculosis dans les cellules hotes (Tableau 5) (Berton et al.,

2022).

I11.3.2.4 Utilisation de I’autophagosome comme niche de réplication

Plut6t que de I’inhiber, certaines bactéries induisent 1’autophagie pour I’ utiliser a leur profit en bloquant la

maturation de 1’autophagosome afin de s’en servir comme niche de réplication. Dans ce cas précis, au lieu de
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FIGURE 46 : Clivage de la forme L.C3-PE associée aux phagophores par Legionella pneumophila pour
éviter sa dégradation par I’autophagie.

Apres internalisation par les cellules hotes, Legionella réside dans une vacuole appelée LCV (Legionella-
containing vacuole). Grace a I’expression d’un systeme de sécrétion de type IV (T4SS, type 4 secretion system),
Legionella peut sécréter la protéine effectrice RavZ. RavZ est une cystéine protéase capable de cliver de facon
irréversible la forme LC3-PE (phosphatidyléthanolamine) associée aux phagophores, inhibant ainsi la forma-

tion de 1’autophagosome. Adaptée de (Mei et al., 2021).
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FIGURE 47 : Clivage de la protéine C3 du complément par Shigella flexneri et Salmonella Typhimurium
pour éviter leur dégradation par I’autophagie.

Dans la muqueuse intestinale, les bactéries extracellulaires sont opsonisées par la protéine C3 du complément.
Dans le cas des Listeria intracellulaires (a gauche), les bactéries recouvertes par la protéine C3 s’échappent vers
le cytosol et sont ciblées par 1’autophagie grace a I’interaction entre C3 et ATG16L1. Dans le cas des Shigella
ou Salmonella intracellulaires (a droite), ces bactéries expriment des omptines a leur surface, qui éliminent la
protéine C3 recouvrant les bactéries de facon a ce que les bactéries cytosoliques échappent a la restriction de

I’autophagie médiée par le complément C3. Adaptée de (Sancho-Shimizu and Mostowy, 2018).
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favoriser I’élimination des bactéries, 1’autophagie facilite I’acquisition de nutriments par les bactéries intra-
cellulaires. En effet, des bactéries comme Y. pseudotuberculosis (Moreau et al., 2010), Coxiella burnetii (Voth
etal., 2011), Francisella tularensis (Checroun et al., 2006) et Staphylococcus aureus (Schnaith et al., 2007) sont
capables de bloquer la maturation et la fusion des autophagosomes avec les lysosomes pour s’en servir comme
source de nutriments pour leur prolifération. Par ailleurs, les bactéries AIEC survivent dans les neutrophiles
en bloquant I’autophagie au stade de 1’autolysosome (Chargui et al., 2012). De plus, m&me si les mécanismes
nécessitent de plus amples recherches, 1’exploitation de la machinerie autophagique par S. aureus requiere la sé-
crétion de la toxine Hla (hemolysine-ct). Bien que la toxine Hla provoque une réponse autophagique, cette voie
est dysfonctionnelle, comme 1’indique 1’accumulation de la forme LC3-II dans les lysats cellulaires obtenus a

partir de cellules intoxiquées, et empéche la maturation des autophagosomes (Mestre et al., 2010).

La manipulation de la xénophagie a travers I’inhibition de la maturation des autophagosomes a bien été
étudiée chez M. tuberculosis. Les effecteurs de M. tuberculosis ESX-1 (ESAT-6 secretion system-1), un systeme
de sécrétion de type VII, inhibent le recrutement de Rab7 sur les autophagosomes, empéchant ainsi leur matu-
ration (Chandra et al., 2015). Une autre protéine effectrice de M. tuberculosis, PtpA, une tyrosine phosphatase,
inhibe la fusion phagosome-lysosome en phosphorylant la protéine vacuolaire VPS33B (vacuolar protein sor-
ting 33B), qui est le régulateur de la fusion membranaire (Bach et al., 2008) et les VTPases (Wong et al., 2011).
De plus, la protéine EIS (enhanced intracellular survival) de M. tuberculosis inhibe également I’autophagie en
activant la voie AKT-mTOR via 1’augmentation de I’IL-10 (Duan et al., 2016). Enfin, M. tuberculosis utilise
I’effecteur SapM pour hydrolyser le PI3P phagosomal et lier Rab7 afin d’inhiber, respectivement, la maturation

des phagosomes et des autophagosomes (Tableau 5) (Vergne et al., 2005; Hu et al., 2015).

I11.3.2.5 Inhibition de la voie de I’inflammation de I’hote

De facon intrigante, certaines bactéries, dont Salmonella, Shigella et Legionella, ont développé des en-
zymes de type ligases E3 qui utilisent spécifiquement le systeme d’ubiquitine de 1’hote en leur faveur. Ceci est
surprenant car ces pathogenes ne possédent pas de genes codant pour 1’ubiquitine. Ces effecteurs interagissent
avec les ligases E3 de 1I’hote pour moduler leurs fonctions de différentes manieres afin d’inhiber la signalisation
de 'immunité innée. Par exemple, Salmonella module la signalisation de I’immunité innée en sécrétant la pro-
téine effectrice SopA, une ligase E3 qui cible deux ligases E3 de I’hote TRIMS56 et TRIMG6S (tripartite motif)
impliquées dans I’expression de I'IFN-f (Kamanova et al., 2016). SopA poly-ubiquitine TRIMS56 et TRIM65
entrainant leur dégradation protéasomale et inhibant ainsi leur expression (Fiskin et al., 2017). De plus, une
grande famille de protéines bactériennes effectrices sécrétées par un sous-ensemble de bactéries pathogenes a
été décrite : les nouvelles ligases E3 (NEL, novel E3 ligase), qui ne partagent aucune homologie de structure

avec un membre quelconque des familles des ligases eucaryotes. Par exemple, la NEL SspH1 sécrétée par Sal-
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TABLEAU 5 : Protéines effectrices sécrétées par les bactéries pour détourner ou échapper a la machinerie

autophagique de I’hote.

(Suite du tableau page suivante) Adapté de (Sharma et al., 2018; Tripathi-Giesgen et al., 2021).

Pathogéne Effecteur Mode d’action Référence
Ssel Elimine les agrégats d'ubiquitine associés aux (Mesquita et al.,
SCV, inhibant le recrutement de p62 et LC3 2012)
SseG Interagit avec Rab1l, bloquant le recrutement
d’ULK1 et empéchant l'initiation (Feng et al., 2018)
SseF , .
de l'autophagie
Ubiquitine les ligases E3 de I'h6te TRIM65 et L
\ . ) (Fiskin et al., 2017)
SopA TRIM56, bloquant I'expression d’IFN-y
Salmonella et de STING
Typhimurium -
SspH1 Ubiquitti?e Park:nl,te.n;rlz?natnlt sa clléilrlz:adaBtion Zég;fazg(:ozrldR';A}:ZZr'et
protéasomale et inhibant la voie NF-k al., 2007)
SspH2 Active la signalisation NOD1 (Bhavsar et al., 2013)
Ubiquitine la thiorédoxine de I'héte, (Bernal-Bayard and
SirP induisant | t cellulaire de I'hot Ramos-Morales,
induisant la mort cellulaire de I'héte 2009)
InlK Cache la surface tfacterlelnnt.e er.1 .recr.utant des (Dortet et al,, 2011)
MVP, empéchant l'ubiquitination
R tel | Arp2/3 et Ena/VASP
Listeria ecrute le complexe Arp2/3 e ln'a/ (Yoshikawa et al.,
ActA pour masquer la surface bactérienne
monocytogenes .. . , . 2009)
et éviter la reconnaissance par I'autophagie
PIcA . . . .
PIcB Inhibe la maturation des pré-autophagosomes (Mitchell et al., 2015)
Déconjugue de fagon irréversible la forme
RavZ LC3-PE, empéchant I’adressage vers les (Choy et al., 2012 ;
autophagosomes + inhibe le recrutement de Kubori et al., 2017)
'ubiquitine aux LCV
Legionella Hydrolyse spécifiqguement les chaines
pneumophila RavD d’ubiquitine M1, inhibant I'activité de LUBAC (Wan et al., 2019)
et l'activation de NF-kB
Effect i :
¢ eu'rs Ubiquitine de fagon non canonique les LCV, (Qiuetal., 2016 ;
de la famille empéchant la reconnaissance par p62 Omotade and Roy,
SidE P parp 2020)
Agit comme un bouclier protecteur
N . (Engstrom et al.,
OmpB empéchant la reconnaissance 2019)
par la machinerie autophagique
Rickettsia dela m:::gfal:elﬁs)i::rszs Z:ojinersou es (Engst t al
parkeri PKMT1/2 . R P group ngstrom et al.,
méthyles, empéchant leur reconnaissance 2021)
par la machinerie d'ubiquitine de I'hote
Patl Evite le recrutement de poly-ubiquitine, (Borgo et al., 2022)

échappant a la reconnaissance de p62
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monella induit I’ubiquitination de PKN1 (serine/threonine-protein kinase N1) inhibant la réponse inflammatoire

NF-xB de I’hote (Tableau 5) (Haraga and Miller, 2003, 2006; Rohde et al., 2007).

Le complexe LUBAC (linear ubiquitin assembly complex), une ligase E3, est composé de trois sous-
unités : HOIL-1L (heme-oxidized IRP2 ubiquitin ligase 1L), HOIP (HOIL-1 interacting protein) et SHARPIN
(shank-associated RH domain interacting protein). Les NEL IpaH1.4 et IpaH2.5 sécrétées par Shigella inter-
agissent directement avec HOIL-1L et fixent les chaines d’ubiquitine K48 a HOIP, entrainant sa dégradation
protéasomale et I’inhibition de I’activation de la voie NF-xB (de Jong et al., 2016). De plus, la NEL IpaH9.8
de Shigella supprime la voie MAPK en favorisant la dégradation de la protéine MAPKK (mitogen-activated
proteine kinase kinase) (Rohde et al., 2007) et inhibe également la signalisation NF-kB en dégradant NEMO
(Ashida et al., 2010). La NEL IpaH4.5 entraine 1’ubiquitination de la sous-unité p65 de NF-xB, inhibant égale-
ment I’activation de NF-kB induite par le TNF-« in vitro (Wang et al., 2013) et favorise la poly-ubiquitination
K48 de TBK1, induisant sa dégradation protéasomale et I’inhibition de 1’autophagie (Tableau 5) (Zheng et al.,
2016).

Enfin, plus récemment, il a ét€ montré que Legionella pneumophila sécrete 1’ effecteur RavD, une déubiqui-
tinase qui clive exclusivement les chaines d’ubiquitine M1 des vacuoles contenant des Legionella et supprime
la signalisation NF-xB au cours de I’infection (Tableau 5) (Wan et al., 2019). RavD est actuellement la seule
déubiquitinase bactérienne connue, car des effecteurs ayant une activité déubiquitinase provenant d’autres pa-
thogenes intracellulaires pourraient passés inapercus étant donné que les déubiquitinases bactériennes sont tres

divergentes des déubiquitinases eucaryotes (Hermanns and Hofmann, 2019).

I11.3.2.6 Modulation des miARN de I’hote controlant I’autophagie

L’infection par des pathogenes intracellulaires peut modifier I’expression des miARN de 1’hdte qui mo-
dulent I’expression des protéines de 1’autophagie et interférent avec le bon déroulement de ce processus (Figure
48). Par exemple, via ’activation des voies ERK-MAPK et NF-xB, M. tuberculosis induit 1’expression du
miR-27a qui cible I' ARNm codant pour le transporteur d’ions Ca?>* CACNA2D3 (voltage-dependent calcium
channel subunit o-2/8-3) situé sur le RE, ce qui diminue la signalisation Ca”*, inhibant ainsi la formation
de ’autophagosome et favorisant la survie intracellulaire de M. tuberculosis (Liu et al., 2018b). Cette bacté-
rie controle également I’initiation de 1’autophagie via I’augmentation des miR-30a et miR-125a, qui inhibent
respectivement, BECNI et UVRAG (UV radiation resistance-associated gene protein) (Chen et al., 2015; Kim
et al., 2015). Au cours de I’infection par M. tuberculosis, I’augmentation du miR-144-5p réprime I’autopha-
gie en inhibant DRAM?2 (DNA damage regulated autophagy modulator 2), une protéine de 1’autophagie qui
interagit avec BECN1 et UVRAG pour activer le complexe Beclin 1 (Kim et al., 2017). Enfin, M. tuberculosis
interfere avec I’autophagie de fagon générale en induisant I’expression du miR-33, qui diminue I’expression de

plusieurs protéines de 1’autophagie (ATGS, ATG12, MAP1LC3B, UVRAG et LAMP1) et en ciblant I’ARNm
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(Suite tableau 5)

Pathogene Effecteur

Mode d’action

Référence

IcsB

Se lie a VirG, ligand pour ATGS5, inhibant
I’adressage vers les phagophores + réprime
le recrutement de LC3, NDP52 et p62 + se lie
a VirA, favorisant I’échappement de Shigella
des vacuoles LC3-positives

(Ogawa et al., 2005 ;
Baxt and Goldber,
2014 ; Mostowy et

al., 2011 ; Campbell-
Valois et al., 2015)

VirA

Inactive Rab1l, inhibant la formation
d'autophagosomes et la sécrétion d’IL-8
par les cellules infectées

(Dong et al., 2012)

lpaH 1.4

Interagit avec HOIL-1L et fixe les chaines
d’ubiquitine K48 sur HOIP, déclenchant sa
dégradation protéasomale et I'inhibition
de la voie NF-kB

(de Jong et al., 2016)

Shigella

flexneri IpaH 2.5

Interagit avec HOIL-1L et fixe les chaines
d’ubiquitine K48 sur HOIP, déclenchant sa
dégradation protéasomale et I'inhibition
de la voie NF-kB

(de Jong et al., 2016)

IpaH 4.5

Se lie a la sous-unité p65 de NF-kB, inhibant
la voie NF-kB + favorise la dégradation de TBK1
par poly-ubiquitination K48, bloguant la réponse
autophagique de I'hote

(Wang et al., 2013 ;
Zheng et al., 2016)

IpaH 9.8

Favorise la dégradation de MAPKK, inhibant
la voie MAPK + ubiquitine NEMO, entrainant sa
dégradation protéasomale et inhibant
la voie NF-kB

(Rohde et al., 2007 ;
Ashida et al., 2010)

IpaH 0722

Ubiquitine TRAF2, induisant sa dégradation
protéasomale et inhibant I'activation
de la voie NF-kB médiée par PKC

(Ashida et al., 2013)

SapM

Hydrolyse le PI3P et se lie a Rab7, inhibant
la maturation des phagosomes
et des autophagosomes

(Vergne et al., 2005 ;
Hu et al., 2015)

PknG

Ubiquitine TRAF2 et TAB1, inhibant
la signalisation NF-kB + bloque
la fusion phagosome-lysosome

(Wang et al., 2021 ;
Pradhan et al., 2018)

Mycobacterium Eis
tuberculosis

Active la voie AKT-mTOR via |'activation
de I'IL-10, inhibant I'autophagie

(Duan et al., 2016)

PtpA

Phosphoryle les protéines VPS33B et V-ATPases,
empéchant la fusion phagosome-lysosome

(Bach et al., 2008 ;
Wong et al., 2011)

PPM1A

Déphosphoryle directement p62,
inhibant la xénophagie

(Berton et al., 2022)

ESAT-6

Empéche le recrutement de Rab7 sur
les autophagosomes, inhibant leur maturation

(Chandra et al., 2015)

GAS (Group A

SpeB
Streptococcus) pe

Dégrade p62, NDP52 et NBR1 dans le cytosol
de I’hote, échappant a la xénophagie

(Barnett et al., 2013)
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PRKAAI (protein kinase amp-activated catalytic subunit 1) qui code pour la sous-unité o de I’AMPK (AMP-

activated protein kinase) (Ouimet et al., 2016).

A D’inverse, I’infection par Mycobaterium bovis augmente le miR-17 afin de réprimer ULK (Duan et al.,
2015) pour favoriser la survie des mycobactéries. M. bovis augmente le niveau du miR-20a inhibant ATG7 et
ATGI6LI, nécessaires a la maturation de 1’autophagosome (Guo et al., 2016). De méme, 1’augmentation du
miR-144-3p au cours de I’infection par le BCG (Bacille de Calmette et Guérin) compromet la formation de

I’autophagosome en réduisant le niveau d’ATG4A (Guo et al., 2017).

La fixation du miR-196 a IRGM est altérée par le polymorphisme C313T d’JRGM associé a la MC, en-
tralnant une perte de régulation du gene IRGM, un défaut de I’autophagie ainsi qu’une augmentation de la
réplication intracellulaire des bactéries AIEC. En effet, ce miR diminue I’expression d’/RGM, mais pas celle
du variant a risque puisque le SNP est localisé dans la région de I’ ARNm qui interagit avec le miR-196 (Brest
etal., 2011). De plus, il a été montré que la souche AIEC LF82 réprime I’expression d’ATGI6L1 et réduit 1’éli-
mination des AIEC par I’autophagie en augmentant les niveaux des miR-106b et miR-93 dans de nombreuses

lignées cellulaires humaines (Lu et al., 2014a).

II1.4 Autophagie et AIEC

II1.4.1 Activation de ’autophagie dans les cellules hotes infectées par les AIEC

L’autophagie est un mécanisme clé dans le controle de la réplication intracellulaire des AIEC. Il a été
montré par notre équipe que I’infection par les AIEC entraine I’activation de la voie de réponse au stress
métabolique EIF2AK4-EIF2A-ATF4, induisant ainsi la transcription de plusieurs génes de 1’autophagie via le
facteur de transcription ATF4 (activating transcription factor 4). Ceci résulte en une autophagie fonctionnelle
nécessaire a la clairance bactérienne et au contrdle de la réponse immunitaire (Bretin et al., 2016). De plus, in
vivo, les souris eif2ak4”" infectées par les AIEC présentent un défaut de 1’autophagie dans les CEI, entrainant
ainsi une augmentation de la colonisation intestinale par les AIEC et une inflammation accrue, comparativement
aux souris sauvages. Enfin, I’activation de la voie EIF2AK4-EIF2A-ATF4 est observée dans les biopsies iléales
non enflammée de patients atteints de la MC, mais pas dans la zone enflammée. Cela suggere qu'un défaut
d’activation de cette voie, qui est associé a un défaut du controle des AIEC par I’autophagie, pourrait étre ’un

des mécanismes contribuant au développement de la MC (Bretin et al., 2016, 2018).

Plus récemment, notre laboratoire a rapporté que la souche AIEC LF82 possede un flot de pathogénicité
similaire a celui de Yersinia spp., qui code pour le sidérophore yersiniabactine nécessaire a 1’absorption du
fer et a la croissance de la bactérie dans un environnement pauvre en fer. Il a été constaté que la perte de
yersiniabactine diminue la croissance de la souche AIEC LF82 dans un environnement compétitif, réduisant

ainsi la capacité de la souche a adhérer et a envahir les CEI humaines et a coloniser le tractus intestinal des sou-
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FIGURE 48 : Modulation des miARN de I’hote contrélant la machinerie autophagique par les bactéries.
L’infection par différentes bactéries pathogeénes mene a I’altération de 1’expression de miARN régulant diffé-
rentes étapes de 1’autophagie. La modulation des miARN par les bactéries conduit principalement a 1’inhibition
de I’autophagie et donc I’amélioration de la survie du pathogene. Adaptée de (Lu et al., 2014a; Nguyen et al.,
2014; Chauhan et al., 2015a; Aguilar et al., 2019).
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ris CEABACI0. Toutefois, lors d’une infection par la souche AIEC LF82, une yersiniabactine fonctionnelle est
nécessaire pour 1’induction de I’expression de HIF-1a (hypoxia-inducible factor-1a), qui est impliquée dans
I’activation de I’autophagie dans les cellules infectées. Ainsi, la yersiniabactine, qui constitue un avantage pour
la croissance de la souche AIEC LF82 dans un environnement compétitif, pourrait étre un inconvénient pour la
bactérie car elle est nécessaire pour 1’activation de 1’autophagie, conduisant a son élimination (Dalmasso et al.,

2021).

I11.4.2 Inhibition de I’autophagie dans les cellules hotes infectées par les AIEC

Notre équipe a démontré in vitro et in vivo que I'infection par les AIEC diminue 1’expression d’ATGS et
d’ATGI6LI en CEI via I’augmentation respective des niveaux des miR-30c et miR-130a. Cela inhibe 1’auto-
phagie, conduisant a une réplication intracellulaire anormale des AIEC ainsi qu’a une augmentation de 1’in-
flammation. De plus, une corrélation inverse entre les niveaux des miR-30c et miR-130a et ceux des ARNm
ATGS et ATGI6L1 a été observée dans la muqueuse iléale des patients atteints de la MC (Nguyen et al., 2014).
Cette étude a également démontré que 1’inhibition de ces deux miARN par des anti-miARN dans des CEI et
dans les anses iléales de souris CEABAC10, permet de restaurer 1’autophagie, inhibant ainsi la colonisation
anormale des AIEC et I'inflammation intestinale (Nguyen et al., 2014). Plus récemment, nous avons montré
que lors d’une infection par les AIEC, les miARN-30c et -130a peuvent étre sécrétés et transférés d’une cellule
donneuse a une cellule receveuse via des exosomes, qui sont de petites vésicules extracellulaires de 30 a 150
nm de diametre. Ce transfert résulte en une inhibition de 1’autophagie dans les cellules receveuses, favorisant

ainsi la réplication intracellulaire des bactéries AIEC dans les cellules voisines (Larabi et al., 2020b).

Par ailleurs, il a été révélé que les bactéries AIEC peuvent également inhiber I’autophagie en altérant
la SUMOylation de 1’hote, une modification post-traductionnelle eucaryote réversible, dans laquelle SUMO,
un polypeptide de type ubiquitine, est li€é de maniere covalente a des protéines cibles. En effet, dans les CEI,
la déSUMOylation induite par les AIEC est en partie due a I’augmentation du niveau du miR-18, qui inhibe
I’expression de PIAS3 (protein inhibitor of activated STAT3) impliquée dans la SUMOylation. De plus, la
surexpression des polypeptides SUMO ou I’inhibition du miR-18 dans les CEI active 1’autophagie, induisant
une diminution de la réplication intracellulaire des AIEC (Dalmasso et al., 2019). Ensemble, ces résultats
montrent que bien que I’autophagie soit induite dans les cellules hotes pour éliminer les AIEC, ces bactéries

peuvent détourner 1’autophagie par différents mécanismes afin de se répliquer dans les cellules hotes.

ITI.S Autophagie et maladie de Crohn

Au niveau génétique, I’implication de 1’autophagie dans la pathogénese de la MC a initialement été révélée
par des GWAS (Rioux et al., 2007). Ces études pionnieres ont montré une association entre I’augmentation de

la susceptibilité a développer la MC et la présence de SNP dans les geénes de 1’autophagie comme ATG/6L1
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TABLEAU 6 : SNP des geénes impliqués dans ’autophagie retrouvés dans la maladie de Crohn.

Fonction Géne Identifiant du SNP
Initiation ULK1 rs12303764; rs10902469;
(complexe ULK1/2) rs7488085
Initiation
(complexe Beclin-1 et ATG2A rs17146441
orthologues d’ATG9)
ATG16L1 rs2241880
ATG4A rs5973822
ATG4D rs7248036; rs2304165
Elongation
ATG12 et ATGS8)
rs10065172; rs1000113;
rs10065172; rs11747270;
IRGM rs11749391; rs180802994;
rs4958843; rs4958847;
rs72553867; rs7714584,
rs9637876
Récepteurs de I'autophagie NDP52 rs2303015
rs11175593; rs33995883;
Régulateur du processus LRRK2 rs7308720; rs11564258;

autophagique

rs37618963; rs376186;
rs3764147



Chapitre 3 : Autophagie

(Hampe et al., 2007) et IRGM (Parkes et al., 2007; McCarroll et al., 2008; Prescott et al., 2010) (Tableau 6).
Ensuite, d’autres études GWAS ont mis en évidence d’autres génes de susceptibilité & développer la MC qui
codent pour des protéines impliquées dans ’initiation de 1’autophagie comme ULK1 (Henckaerts et al., 2011),
dans la reconnaissance bactérienne par 1’autophagie telles que TLR4 (Oostenbrug et al., 2005) ou NDP52
(Ellinghaus et al., 2013), ou dans la régulation de ’activation de 1’autophagie comme LRRK?2 (Barrett et al.,
2008), PTPN2 (Glas et al., 2012), et PTPN22 (protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 22) (Diaz-
Gallo et al., 2011). De plus, lors d’une xénophagie fonctionnelle, la découverte de I’interaction entre ATG16L1
et NOD2, le premier gene découvert de susceptibilité & développer la MC (Hugot et al., 2001), renforce le
lien entre I’autophagie et la MC. Enfin, plusieurs études fonctionnelles ont ensuite élucidé les mécanismes
moléculaires par lesquels un défaut de I’autophagie entrainerait une dysbiose intestinale, une perturbation de
I’homéostasie intestinale, une anomalie de la sécrétion de peptides antimicrobiens par les cellules de Paneth, un

stress du RE et une réponse immunitaire aberrante, qui sont des caractéristiques de la pathogenese de la MC.
ITI1.5.1 SNP dans les genes impliqués dans I’autophagie

II1.5.1.1 ATGI6LI

ATGI16L1 est une protéine cruciale du processus autophagique qui participe a 1’élongation de la mem-
brane de I’autophagosome avant la fusion de ce dernier avec un lysosome. Bien que neuf variants génétiques
d’ATG16L1 soient associés a la MC, le variant a risque rs224 1880, identifié en 2007, est celui dont I’association
a la MC est la plus forte (Hampe et al., 2007). Ce polymorphisme mene au remplacement d’une thréonine par
une alanine (T300A) et son association avec la MC a été confirmée par de nombreuses études menées dans des
populations européennes (Hampe et al., 2007; Prescott et al., 2007; Rioux et al., 2007; Lacher et al., 2009; Brest
et al., 2010; Salem et al., 2015). Cette association a récemment été retrouvée dans les populations grecques, al-
gériennes ou iraniennes, méme si elle ne I’a pas été dans des populations brésiliennes, japonaises ou chinoises
(Aida et al., 2018; Teimoori-Toolabi et al., 2018; Tsianos et al., 2020). Ces études ont également démontré
quATGI16L1 est plus particulierement associé a la forme iléale de 1a MC, forme la plus courante de la MC pour

laquelle il est observé une présence anormale d’E. coli associés a la muqueuse (Hoffmann et al., 2021).

Dans des cellules humaines exprimant le variant ATG16L1730%4 il a été constaté un défaut d’élimination
par I’autophagie de bactéries telles que S. Typhimurium ou certaines souches d’E. coli associées a la MC
(Kuballa et al., 2008; Lapaquette et al., 2010; Sadaghian Sadabad et al., 2015). En effet, il a été révélé qu’en

réponse A un stress, le variant ATG16L173004

est plus sensible a la dégradation dépendante de la caspase 3,
comparativement a la forme sauvage d’ATGI6L1, favorisant la progression de la maladie (Lassen et al., 2014;
Murthy et al., 2014). Ce variant affecte également la capacité d’ATG16L1 a interagir avec la protéine TMEMS59
(transmembrane protein 59), qui permet d’activer ATG16L1 et I’autophagie en réponse a I’infection (Boada-

Romero et al., 2016). Par ailleurs, dans les cellules myéloides issues d’un modele de souris exprimant ce va-
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FIGURE 49 : Impact du variant ATG16L173°4 sur I’autophagie et la présentation antigénique dans les
cellules de Paneth, les cellules dendritiques et les macrophages.

(A-B) Cellules de Paneth : Les cellules de Paneth portant I’ allele a risque ATG16L173%4 présentent des défauts
de structure, de fonction et d’exocytose des granules, comparativement aux cellules de Paneth portant I’allele
protecteur (Thr300). Cela entraine une diminution de la concentration en lysozyme au niveau de la couche de
mucus, augmentant potentiellement la susceptibilité des cellules a étre infectées par des bactéries invasives.
(C-D) Cellules dendritiques et macrophages : Les bactéries invasives sont détectées par les macrophages et
les cellules dendritiques. A la suite de la reconnaissance de MDP (muramyl dipeptide) dans les macrophages,
NOD2 recrute ATG16L1 a la membrane plasmique, au niveau du site d’entrée des bactéries, activant ainsi
I’autophagie et la dégradation des bactéries. Les peptides issus de la dégradation des bactéries sont chargés sur
le CMH de classe II (complexe majeur d’histocompatibilité) pour la présentation des antigénes aux lymphocytes
T CD4". Dans les macrophages et les cellules dendritiques exprimant ’allele T300A, la protéine ATG16L1
mutée est toujours capable de s’associer avec NOD2 a la suite de la reconnaissance de MDP et de recruter
ATG12-ATGS. Toutefois, 1’autophagie n’est plus fonctionnelle dans ces cellules, ce qui inhibe la présentation
antigénique et favorise la réplication des bactéries intracellulaires, menant & une activation excessive du systeme

immunitaire. Adaptée de (Nguyen et al., 2013).
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riant, il a également été rapporté une altération de la morphologie des cellules caliciformes ainsi qu’une aug-
mentation de la production de la cytokine pro-inflammatoire IL-1f3 et de la charge bactérienne (Lassen et al.,
2014; Liu et al., 2021a). D’autres travaux ont révélé des altérations de la structure des cellules de Paneth issues
de patients homozygotes pour le variant ATGI16L173%°4 ou de souris exprimant le variant 2 risque (Figure 49
A-B) (Cadwell et al., 2008; Lassen et al., 2014). Une persistance accrue des E. coli associés a la MC a aussi
été décrite chez les patients porteurs du polymorphisme et présentant des altérations des cellules de Paneth
(Deuring et al., 2014). Par ailleurs, les souris exprimant le variant ATGI6L173%4 présentent un microbiote
altéré dans I’iléon terminal et le c6lon, avec une augmentation significative de 1’abondance de Tyzzerella, Mu-
cispirillum, Ruminococcaceae et Cyanobacteria, connues pour étre associées aux MICI, par rapport aux souris
sauvages cohabitant avec elles. Ces résultats indiquent que I’altération du microbiote chez les porteurs du va-
riant ATG16LI173%4 pourrait étre un facteur important contribuant au développement de la MC (Liu et al.,

2021a).

Enfin, il existe un lien entre ATG16L1 et NOD2. En effet, NOD2 permet le recrutement d’ATG16L1 au
niveau du site d’entrée des bactéries, ce qui induit I’activation de 1’autophagie et 1’élimination des bactéries
intracellulaires. En revanche, ces effets sont perdus lorsque ATG16L1 et/ou NOD?2 sont mutés (Figure 49 C-D)
(Homer et al., 2010; Travassos et al., 2010). Dans des cellules dendritiques exprimant le variant NOD2L1007fsinsC
ou ATGI6LIT3%4 une étude a montré un défaut de ’activation de 1’autophagie, n’assurant plus 1’élimination
des bactéries ainsi que la présentation des antigeénes par le CMH-II (complexe majeur d’histocompatibilité de

classe II) (Cooney et al., 2010).

II1.5.1.2 IRGM

IRGM joue un rdle essentiel dans la formation et I’activation du complexe d’initiation de 1’autophagie
en réponse a des pathogenes intracellulaires. En effet, IRGM interagit physiquement avec NOD2 et ATG16L1
pour permettre la modulation du processus autophagique (Brest et al., 2011; Chauhan et al., 2015a,b). Apres sa
poly-ubiquitination favorisée par NOD2, IRGM contrdle I’initiation de I’autophagie en formant un complexe
avec ULK1 et BECLIN 1 (Chauhan et al., 2015b), ce qui est crucial pour les propriétés anti-microbiennes et

anti-inflammatoires de I’autophagie (Chauhan et al., 2015a).

IRGM est le deuxiéme gene impliqué dans I’autophagie a avoir été associé a la MC (Burton et al., 2007;
Parkes et al., 2007). De la méme maniere quATGI6L1, les polymorphismes dans le gene IRGM semblent
plus spécifiquement associés a la MC iléale et ont été retrouvés dans des cohortes indépendantes de Nouvelle-
Zg&lande, d’ Amérique du Nord, de Corée et d’Europe (Parkes et al., 2007; Roberts et al., 2008; Palomino-
Morales et al., 2009; Brest et al., 2010; Moon et al., 2013). Une étude clinique incluant 263 patients atteints de
la MC et 245 sujets sains a mis en évidence que le SNP rs13361189 est associé a un risque accru d’avoir une

MC avec une atteinte iléale ou périanale, d’avoir un phénotype sténosant ou de subir une intervention chirurgi-
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cale (Rufini et al., 2015). Récemment, il a été rapporté que les patients porteurs de ce polymorphisme présentent
une expression réduite d’/RGM dans le sang et dans 1’iléon terminal, et que cette diminution d’expression est
associée a une altération de I’expression de geénes liés a I’autophagie ou a la colite (Ajayi et al., 2019). Enfin,
deux autres polymorphismes d’/RGM sont fortement associés a un risque élevé de développer la MC : I'un est
un SNP synonyme dans la région codante (c.313T) (rs10065172) et 1’autre correspond a une délétion de 20
paires de bases dans le promoteur du gene IRGM, qui affecterait le niveau d’expression d’/RGM (Parkes et al.,

2007; McCarroll et al., 2008; Prescott et al., 2010; Lu et al., 2014b).

En outre, le role anti-inflammatoire d’IRGM a été démontré dans des modeles in vitro et in vivo. En effet,
IRGM réduit I’activation de I’'inflammasome NLRP3 (NOD-like receptor family pyrin domain containing 3) en
le ciblant pour sa dégradation par I’autophagie, protégeant ainsi de la mort cellulaire induite par I’inflammation
et de la colite induite au DSS (Mehto et al., 2019a). D’ autres travaux utilisant des modeles de souris déficientes
pour Irgm ont montré que IRGM est impliqué dans I’élimination de bactéries intracellulaires telles que L.
monocytogenes, Salmonella ou M. tuberculosis (Kim et al., 2019). De plus, le laboratoire a montré un rdle
crucial d’IRGM dans 1’élimination des bactéries AIEC dans des CEI (Lapaquette et al., 2010; Brest et al.,
2011) et macrophages (Lapaquette et al., 2012).

I11.5.1.3 ULKI

ULKI1 est une protéine kinase sérine/thréonine qui intervient de facon précoce dans le processus auto-
phagique, en contrdlant I’initiation et la formation du phagophore et de 1’autophagosome. ULK1 forme un
complexe avec ATG13, ATG101 et FIP200 qui, apres induction de 1’autophagie, va transloquer au niveau des
sites d’initiation et réguler le recrutement du complexe protéique suivant, le VPS34 (Zachari and Ganley, 2017).
Sur des modeles de cellules en culture, il a été montré que ULK1 phosphoryle ATG16L1, ce qui est nécessaire

pour I’induction de la xénophagie et I’élimination de Salmonella (Alsaadi et al., 2019).

Dans ce contexte, un SNP du gene ULK/ (rs12303764) est associé a la MC en population caucasienne.
Toutefois, cette étude n’a pas constaté d’association significative entre le génotype et le phénotype de la ma-
ladie (Henckaerts et al., 2011). Deux autres SNP du géne ULKI (rs10902469 et rs7488085) ont révélé une
association significative avec le risque de développer la MC dans une population néo-zélandaise. Les analyses
phénotypiques ont démontré un lien entre 1’age au diagnostic et le phénotype inflammatoire de la MC (Morgan
et al., 2012). Contrairement a ces données, une étude coréenne n’a pas mis en évidence d’association entre les
trois SNP testés du géne ULK/ et le risque de développer la MC dans une cohorte pédiatrique (Na et al., 2015).
Ace jour, la conséquence des SNP ULK sur la fonction de la protéine ainsi que dans 1’étiologie de la MC n’est

pas encore connue et nécessite de plus amples recherches.
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II1.5.1.4 LRRK2

Identifiée en 2004, LRRK2 est une protéine sérine/thréonine possédant quatre domaines d’interaction
protéine-protéine et deux domaines distincts d’activité enzymatique. Bien qu’elle soit impliquée dans diverses
pathologies telles que la maladie de Parkinson, la MC, la maladie de Hansen et certains cancers, sa fonction
reste tres peu décrite (Berwick et al., 2019). LRRK2 semble intervenir dans différents processus biologiques
cellulaires incluant I’autophagie, I’inflammation, la régulation de la réponse immunitaire, I’endocytose, la syn-

these des protéines ou encore I’homéostasie du cytosquelette (Wallings et al., 2015; Hui et al., 2018).

Plusieurs polymorphismes du gene LRRK?2 ont été associés a un risque élevé de développer la MC (Umeno
et al., 2011; Hoefkens et al., 2013; Hui et al., 2018). Une étude a montré une association entre un variant du
geéne LRRK?2 (N2081D), I’age au diagnostic et la localisation de la maladie. Certains variants ont également
été associés au risque de développer la maladie de Parkinson, suggérant une voie commune de signalisation
dépendant de LRRK?2 affectée entre les deux pathologies (Hui et al., 2018). Par ailleurs, des travaux récents
ont démontré une augmentation de 1’expression de LRRK?2 conduisant a une réponse inflammatoire excessive
dans un modele murin de colite induite au DSS et dans des cellules dendritiques de patients atteints de la MC
porteurs du variant rs11564258. Les auteurs ont également constaté une inhibition de 1’autophagie par LRRK?2
via son interaction avec BECN1 (Takagawa et al., 2018). Enfin, plus récemment une étude a suggéré qu’un
polymorphisme de LRRK2 (M2397T) altére la réponse immunitaire innée des monocytes CD14* dans la MC
en entrainant I’expression des génes pro-inflammatoires TNF-¢ et IL-12 aprés une stimulation par de I'IFN-y

(Ikezu et al., 2020).
II1.5.2 Régulation de I’homéostasie intestinale par I’autophagie

I11.5.2.1 Role de I’autophagie dans la fonction barriere de I’épithélium

L’autophagie controle la fonction barriere de 1’épithélium en induisant la dégradation de la protéine Clau-
dine 2, diminuant ainsi la perméabilité intestinale (Nighot et al., 2015). L’inhibition de la dégradation de Clau-
dine 2 par I’autophagie entraine des défauts de jonctions serrées et une augmentation de niveau de Claudine
2 dans la monocouche de CEI Caco-2 traitée avec du TNF-& (Zhang et al., 2017a). Par ailleurs, en présence
du polymorphisme ATGI16L17%4, 1a morphologie des cellules caliciformes est altérée, induisant un défaut
de sécrétion de mucus. Cela indique que 1’autophagie module le développement des cellules caliciformes qui

participent a la fonction barriere de 1’épithélium via la sécrétion de mucines (Lassen et al., 2014).

II1.5.2.2 Role de ’autophagie dans la mort cellulaire

La mort cellulaire induite a la suite d’un stress prolongé au niveau de 1’épithélium intestinal peut étre
régulée par 1’autophagie. En effet, cela entraine la phosphorylation constitutive d’elF2¢, ce qui induit la voie

elF20/ATF4 ainsi qu’une surexpression d’/JRGM régulant I’autophagie, induisant une mort cellulaire par né-
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crose (Roy et al., 2018) et conduisant au développement d’une iléite semblable a la MC dans un modele murin.
L’augmentation de la phosphorylation d’elF2a, de 1’expression d’IRGM et de la mort cellulaire par nécrose,

est également observée chez les patients atteints de la MC (Roy et al., 2018).

De plus, I’autophagie peut également moduler la mort cellulaire programmée induite par les cytokines pour
limiter I’inflammation au niveau de 1’épithélium intestinal (Matsuzawa-Ishimoto et al., 2017; Pott et al., 2018).
Dans un modele de souris déficientes pour Atgl6l1 spécifiquement au niveau des cellules épithéliales intesti-
nales (Atg1611°CF") et présentant une colite chronique expérimentale, il a été montré que 1’autophagie maintien
Pintégrité de la barriere intestinale en protégeant les CEI de 1’apoptose induite par le TNF-o¢ (Matsuzawa-
Ishimoto et al., 2017; Pott et al., 2018). En réponse au TNF-¢, la viabilité des organoides intestinaux murins
exprimant le variant a risque ATG16L173%4 est diminuée, comparativement a ceux exprimant I’allele ATG16L1
sauvage (Matsuzawa-Ishimoto et al., 2017). Par conséquent, dans le cadre des MICI, ces résultats suggerent

qu’une autophagie fonctionnelle est nécessaire pour une réponse optimale au traitement par les anti-TNF-c.

I11.5.2.3 Role de I’autophagie dans I’homéostasie des cellules de Paneth

L’autophagie joue un rdle primordial dans le développement, la maintenance et le fonctionnement des
cellules de Paneth, qui produisent principalement des peptides anti-microbiens. D’une part, chez des souris
déficientes pour Atg5 (Cadwell et al., 2008) ou Azg7 (Wittkopf et al., 2012) spécifiquement dans les CEI ou
totalement déficientes pour Azg4b (Cabrera et al., 2013) ou Irgm (Liu et al., 2013), des défauts de morphologie
et du nombre de cellules de Paneth ainsi que de la structure des granules contenant les peptides anti-microbiens
ont été observés. De méme, chez des souris hypomorphes pour Atgl611 (Atgl611"™), c’est-a-dire présentant
un défaut d’expression d’Atgl6l1, élevées de maniere conventionnelle ainsi que chez des souris Atgl6117M
exemptes de pathogenes spécifiques et infectées par un norovirus entérique, une structure irréguliere des gra-
nules et une diminution de la sécrétion de peptides anti-microbiens ont été constatés. Ces effets sont similaires
a ce qui est observé chez les patients atteints de la MC et homozygotes pour le variant ATG16L173%4 (Cadwell

et al., 2008, 2010).

D’autre part, lors de I’infection par des pathogenes intracellulaires, 1’autophagie joue un role dans le main-
tien de la sécrétion du lysozyme par les cellules de Paneth a travers des vésicules de sécrétion (Bel et al., 2017).
En effet, I’activation de NOD2 par le MDP (Zhang et al., 2015) entraine le recrutement de NOD2, LRRK2,
RIPK?2 (receptor-interacting protein kinase 2) et RAB2A (Ras-related protein Rab-2A), qui sont nécessaires
pour séquestrer le lysozyme a I'intérieur des vésicules de sécrétion (Zhang et al., 2015; Wang et al., 2017).
Les polymorphismes de NOD2 ou LRRK?2 associés a la MC engendrent un dysfonctionnement de ces pro-
téines et la dégradation de lysozyme par le lysosome (Zhang et al., 2015; Wang et al., 2017). De méme, le
variant NOD2M1007fsinsC ag50¢ié a la MC est incapable de détecter le MDP bactérien, résultant en un défaut de

la sécrétion de peptides anti-microbiens (Cadwell et al., 2008; Iida et al., 2018). De plus, les cellules de Paneth
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sont capables de contourner la voie de sécrétion RE-Golgi et rediriger le lysozyme vers une voie de sécrétion
alternative basée sur I’autophagie, pour contrer les dommages a I’appareil de Golgi engendrés par une infection
a S. Typhimurium (Bel et al., 2017). En réponse a I’infection par des bactéries intracellulaires, le variant a risque
ATG16LI1T3%4 entraine une perturbation de la voie de sécrétion RE-Golgi ainsi que de 1’autophagie sécrétoire
dans les cellules de Paneth (Bel et al., 2017). L’ utilisation de souris Argl6/1 ACET et d’un modele murin de MICI
induites par un virus a démontré que 1’autophagie est essentielle pour prévenir la perte des cellules de Paneth,

contribuant ainsi au maintien de la barriere intestinale (Matsuzawa-Ishimoto et al., 2017).

Enfin, la protéine IRGM (IRGM1 chez la souris) joue un role essentiel dans la fonction et la morphologie
des cellules de Paneth. En effet, chez les souris irgm™” conventionnelles, des altérations importantes des cellules
de Paneth ont été constatées telles qu’un développement anormal des granules de sécrétion, une diminution de
I’expression de certains peptides anti-microbiens et une augmentation de la susceptibilité a la colite induite
au DSS (Liu et al., 2013). Toutes ces altérations ont été trés peu retrouvées chez des souris irgm”" exemptes
d’organismes pathogenes spécifiques (Rogala et al., 2018). Par conséquent, ces études montrent que la suscep-
tibilité génétique des cellules de Paneth peut étre fortement impactée par 1’environnement, en particulier par

une infection bactérienne.

I11.5.3 Influence de I’autophagie sur le microbiote intestinal

Un défaut de 1’autophagie a été associé a une dysbiose intestinale, indiquant que I’autophagie est impli-
quée dans le contrdle de la composition du microbiote intestinal. En effet, une altération de la composition du
microbiote fécal associée a une augmentation du nombre de bactéries totales et un enrichissement en Clostri-
dioides leptum et Bacteroides fragilis ont été observés chez des souris délétées pour Azg7 spécifiquement dans
les cellules épithéliales du cdlon par rapport aux souris contrdles sauvages (Tsuboi et al., 2015). De méme,
comparativement aux souris contrdles sauvages, la composition du microbiote intestinal des souris Azg52 est
altérée de fagon similaire 2 ce qui est rapporté chez les patients atteints de la MC. Les souris Atg 52! présentent
une diminution de la diversité microbienne, une diminution du nombre de bactéries impliquées dans le contrdle
des réponses inflammatoires, telles que celles des familles Lachnospiraceae et Ruminococcaceae, ainsi qu’une
augmentation des bactéries pro-inflammatoires telles que celles de la famille Pasteurellaceae, comme observé
chez les patients atteints de la MC (Yang et al., 2018). Les souris Azg5°“F! présentent également un appau-
vrissement d’Akkermansia muciniphila, comme constaté dans les MICI, et une augmentation de Candidatus
Athromitus, une bactérie capable d’induire la différentiation des cellules T CD4" naives en Th17 et Thl (Yang
et al., 2018). De facon similaire, a I’état basal, un changement de la composition du microbiote fécal a été

173904 avec une augmentation des Bac-

constaté chez les souris knock-in exprimant le variant a risque ATGI6L
teroidales, comparativement aux souris sauvages (Lavoie et al., 2019). Lors d’une colite induite au DSS, une

réduction du phylum Firmicutes et un enrichissement des phyla Proteobacteria, Cyanobacteria et Bacteroidetes
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ont été observés chez les souris exprimant ATGI6L1T3%% (Lavoie et al., 2019). De facon intéressante, les

souris exprimant ATG16L173004

gnotobiotiques qui ont regues des selles de patients atteints de la MC active,
présentent une composition du microbiote différente des souris contrdles, avec une augmentation de 1’abon-
dance des Bacteroides, ce qui n’est pas constaté chez les souris ayant recu des selles de patients atteints de
RCH (Lavoie et al., 2019). Enfin, comparativement aux patients homozygotes pour I’allele ATGI6LI sauvage,

les patients atteints de la MC homozygotes pour le variant & risque ATG16L173%04

présentent une abondance
plus forte des groupes bactériens pathosymbiotiques tels que les Enterobacteriaceae (principalement E. coli),
Bacteroidaceae (principalement Bacteroides fragilis) et Fusobacteriaceae au niveau de I’iléon inflammé (Sa-
daghian Sadabad et al., 2015). De facon plus surprenante, les variants touchant les génes NOD2, ATGI6LI et
IRGM associés aux MICI peuvent également affecter la composition du microbiote fécal des individus sains,
caractérisée par une diminution de Roseburia spp., une bactérie productrice de butyrate, un AGCC aux proprié-
tés anti-inflammatoires (Imhann et al., 2018). En conclusion, le déréglement des réponses immunitaires avant
I’apparition des symptomes de la MC et la dysbiose du microbiote intestinal sont impactés par I’absence ou le
dysfonctionnement de genes impliqués dans 1’autophagie. Cependant, le mécanisme par lequel certains SNP

dans les genes de I’autophagie influence la composition ou la fonction du microbiote intestinal n’est pas encore

bien déterminé et nécessite des recherches plus approfondies.

I11.5.4 Autophagie et stress du réticulum endoplasmique

L’autophagie peut étre activée par un stress prolongé du RE. En effet, libérés par le RE en réponse a un
stress prolongé, les ions calciques activent I’ AMPK bloquant mTOR pour induire 1’autophagie (Hgyer-Hansen
et al., 2007). De plus, en condition de stress du RE, 1’activation de la voie IRE1a (inositol requiring enzyme
10)-XBP1 (X-box binding protein 1) entraine la conversion de la forme LC3-I en LC3-II et la formation de
I’autophagosome (Ogata et al., 2006). Dans un modele murin de colite induite au DSS, I'inhibition pharma-
cologique ou génétique de TREM1 (triggering receptor expressed on myeloid cells 1), connu pour amplifier
I’inflammation dans de nombreuses pathologies, active 1’autophagie via la dérégulation de mTOR, favorisant
la réponse aux protéines mal repliées pour réduire le stress du RE et diminuer I’inflammation du cdlon et la
sévérité de la colite (Kokten et al., 2018). Ainsi, lorsque I’autophagie est dysfonctionnelle dans les CEI mu-
rines, une augmentation du stress du RE est délétere (Tschurtschenthaler et al., 2017). Par ailleurs, une étude a
rapporté une corrélation entre la présence du variant ATGI6L173%4  Je stress du RE dans les cellules de Paneth
et I’augmentation de la colonisation par les AIEC chez les patients atteints de la MC (Deuring et al., 2014). En
effet, lors d’un stress du RE dans les cellules de Paneth, 1’élimination des agrégats IRE1a est défectueuse chez

les souris Atg1611°CF!

qui développent spontanément une iléite transmurale similaire & la MC. Dans les cryptes
intestinales de sujets sains et de patients atteints de la MC homozygotes pour le variant ATG16L173%A  ’accu-
mulation d’IRE1« a également été observée (Tschurtschenthaler et al., 2017). Ces résultats ont été confirmés

sur un modele murin. Des souris déficientes pour Atg/611 ou Xbp1 spécifiquement dans les CEI (Azg16114CF
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ou XbpIACEl) ou déficientes pour les deux genes présentent une forte accumulation et hyperactivation d’TIRE1 &
(Adolph et al., 2013), qui peut s’expliquer par un défaut de sa dégradation par I’autophagie (Tschurtschenthaler
etal., 2017).

IIL5.5 Autophagie et immunité innée

L’autophagie joue un role essentiel dans la modulation de 1’activation de I’inflammasome en diminuant
la sécrétion des cytokines IL-1f et IL-18 (Saitoh et al., 2008). En effet, un défaut de dégradation des inflam-
masomes assemblés ou des composants de la voie de I’'inflammasome, tels que NLRP3 par 1’autophagie, est
a I’origine d’une activation anormale de I’inflammasome (Shi et al., 2012), conduisant a une augmentation de
la production d’IL-1f et d’IL-18 (Takahama et al., 2018). Ces résultats ont été confirmés dans un modele de
souris déficientes pour Azgl6ll spécifiquement dans les cellules de la lignée myéloide apres stimulation par
une endotoxine bactérienne. Ces souris présentent également une plus grande susceptibilité au développement
d’une colite induite au DSS (Saitoh et al., 2008). Les souris exprimant le variant ATGI6L1 T300A et les souris
délétées pour Arg5 spécifiquement dans les macrophages présentent aussi une augmentation de la sécrétion
d’TL-1 médiée par I’activation de I’inflammasome, par rapport a leurs controles respectifs, conduisant a une
sévérité accrue de I’uvéite induite par une endotoxine, une pathologie oculaire fréquemment développée par les

patients atteints de la MC (Santeford et al., 2016).

De plus, les geénes de susceptibilité a développer la MC PTPN2 et PTPN22 ont été impliqués dans la régu-
lation de I’autophagie et de I’activité de I’'inflammasome (Spalinger et al., 2017, 2018). PTPN22 déphosphoryle
I’inflammasome NLRP3 afin de limiter la séquestration de NLRP3 dans les autophagosomes et leur dégradation
par les autolysosomes (Spalinger et al., 2017). Dans les cellules dendritiques dérivées de la moelle osseuse de
souris et les macrophages humains, la perte de PTPN22 induit une augmentation de la phosphorylation et de
la dégradation de NLRP3, diminuant ainsi la sécrétion d’IL-1f (Spalinger et al., 2017). Ensuite, il a ét¢ mon-
tré que PTPN2 est impliqué dans la régulation de 1’autophagie, 1’activation de I’inflammasome et la sécrétion
d’IL-18 en limitant la phosphorylation d’ASC (apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD),
qui est nécessaire a 1’assemblage de 1’inflammasome. Un variant associé a une perte de fonction de PTPN2 a
été rapporté comme un facteur de risque de la MC, alors qu’un variant associé a un gain de fonction de PTPN2
a été rapporté comme un facteur protecteur contre la MC (Pike and Tremblay, 2018). En modele murin, la perte
de Ptpn2 dans les cellules myéloides accroit Iégerement la susceptibilité a la colite induite au DSS en raison

d’une augmentation de 1’assemblage de I’inflammasome et de la production d’IL-1f (Spalinger et al., 2018).

Enfin, IRGM/IRGM1 est directement impliqué dans la suppression de I’inflammation via 1’inhibition de
I’activation de I’inflammasome NLRP3. D’une part, IRGM/IRGM1 prévient I’assemblage de NLRP3 et d’autre
part, favorise la dégradation des composants de NLRP3 par I’autophagie sélective médiée par p62, limitant ainsi

la mort cellulaire induite par I’inflammation et supprimant la colite induite au DSS (Mehto et al., 2019a,b).
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A. Allele NOD2 sauvage B. Allele a risque NOD2fsinsC
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FIGURE 50 : Impact du variant i risque NOD2M1007fsinsC gang ]a clairance des bactéries intracellulaires
médiée par la xénophagie et dans la présentation antigénique.

(A) Dans le cas d’une xénophagie fonctionnelle dans les macrophages porteurs de ’allele NOD?2 sauvage,
NOD?2 est activé par le MDP (muramyl dipeptide) en réponse a une invasion bactérienne. Une fois activé, NOD2
recrute et interagit avec ATG16L1 sur les sites d’entrées des bactéries dans la membrane plasmique, activant
la xénophagie et induisant ainsi 1’élimination des bactéries intracellulaires et la présentation d’antigénes par le
CMH de classe II (complexe majeur d’histocomptabilité). (B) Dans le cas d’une xénophagie non fonctionnelle
dans les macrophages porteurs du variant a risque NOD2L/0075insC 'NOD ne parvient pas a recruter ATG16L1
ou a induire la xénophagie en réponse a une invasion bactérienne. Par conséquent, la dégradation intracellulaire
des bactéries et la présentation d’antigeénes par le CMH de classe II sont défectueuses. Adaptée de (Nguyen
et al., 2013).
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II1.5.6 Autophagie et immunité adaptative

I11.5.6.1 Autophagie et présentation antigénique

Comme démontré dans un modele de souris déficientes pour Azg5 spécifiquement dans les cellules dendri-
tiques, un défaut de I’autophagie interfére avec la présentation des antigénes aux lymphocytes via le CMH-II
par les cellules dendritiques (Lee et al., 2010). En effet, I’autophagie médiée par NOD2 dans les cellules den-
dritiques est nécessaire a 1’élimination des AIEC intracellulaires et & la mise en place de la réponse des cellules
T CD4+ spécifiques des antigeénes présentés par le CMH-II (Cooney et al., 2010). La présentation antigénique
via le CMH-II par les cellules dendritiques est défectueuse chez les patients atteints de la MC porteurs d’un
alléle a risque NOD2LI0V75insC oy ATG16L1T%4 (Figure 50) (Cooney et al., 2010). De plus, 1’autophagie
déstabilise le site de contact entre les cellules T et les cellules dendritiques, ce qui module négativement les
réponses immunitaires adaptatives. Chez les patients atteints de la MC porteurs de I’allele ATG16L173004 et les
souris déficientes pour Atgl6/1 ou Irgml spécifiquement dans les cellules dendritiques, une interaction hyper-
stable entre les cellules T et les cellules dendritiques ainsi qu’une augmentation de 1’activation des cellules T
et d’une réponse Th17 ont été constatées (Wildenberg et al., 2012). Par conséquent, les polymorphismes dans
les génes de I’autophagie associés a la MC peuvent favoriser le développement de la maladie en entrainant une

dérégulation de la présentation antigénique par les cellules dendritiques via le CMH-II.

II1.5.6.2 Autophagie et activation des cellules T

L’autophagie joue un rdle crucial dans I’homéostasie des cellules T, en contribuant a la survie des cellules
T CD8* et a la mise en place des cellules T mémoire (Xu et al., 2014). En effet, I’inhibition de I’autophagie
spécifiquement dans les cellules T de souris engendre une diminution du nombre de cellules T CD4* et CD8*
ainsi qu’une altération de la prolifération des cellules T (Kabat et al., 2016). De plus, I’autophagie est essen-
tielle au maintien de ’homéostasie des cellules T, en favorisant la survie des lymphocytes Treg et en limitant
I’expansion des lymphocytes Th2 pro-inflammatoires. L inhibition de 1’autophagie spécifiquement dans les cel-
lules T de souris modifie la balance entre les différents types de lymphocytes Th dans I’intestin (Kabat et al.,
2016). Les cellules Th jouent un role critique dans les réponses immunitaires intestinales et leur nombre et
leur comportement varient au cours de 1’évolution des MICI (Geremia et al., 2014). Les souris déficientes pour
Atgl6l1 spécifiquement dans les cellules T CD4* développent de facon spontanée une inflammation intestinale
caractérisée par une réponse Th2 contre les antigénes alimentaires et microbiens, ainsi que par une perte des
Treg (Kabat et al., 2016). De facon intéressante, les souris gnotobiotiques exprimant le variant ATG16L]173004
qui ont recu des selles de patients atteints de la MC active, présentent une augmentation des réponses Th1 et
Th17 au niveau de I’intestin, ce qui n’est pas constaté chez les souris ayant recu des selles de patients atteints
de RCH (Lavoie et al., 2019). Enfin, I’autophagie est également nécessaire dans la reconnaissance des signaux

protecteurs dérivés du microbiote intestinal pour initier une réponse immunitaire efficace et inhiber I’inflamma-
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tion intestinale (Chu et al., 2016). En effet, le polysaccharide A (PSA), sécrété par la bactérie commensale
B. fragilis dans ses OMYV, est une molécule immunomodulatrice reconnue par les cellules dendritiques via le
TLR2. Cette interaction provoque la conversion des cellules T CD4* naives en cellules Treg FOXP3* produi-
sant de I'IL-10, et protege les souris d’une colite induite expérimentalement (Shen et al., 2012). Ainsi, il a
été démontré que 1’administration orale d’OMYV protege les souris sauvages de I’'induction d’une colite expéri-
mentale. En revanche, les souris déficientes pour Azgl611 spécifiquement dans les cellules dendritiques CD117*
présentent une diminution de la production d’IL-10 par les cellules Treg CD4" FOXP3™, une perte de poids
ainsi qu’une mortalité élevée de maniere similaire a ce qui est observé chez les souris n’ayant pas recu les
OMYV (Chu et al., 2016). Enfin, les cellules dendritiques dérivées des monocytes de patients atteints de la MC

ou de sujets sains homozygotes pour le variant ATGI6L17300A

stimulées avec les OMV de B. fragilis et co-
cultivées avec les cellules T CD4* ne sont pas capables d’induire la production d’IL-10 par les cellules Treg

FOXP3*, contrairement aux cellules de patients portant 1’allele sauvage (Chu et al., 2016).

IIL5.7 Xénophagie et maladie de Crohn

La plupart des études fonctionnelles se sont intéressées a trois facteurs de risques majeurs associés a la
MC : NOD2, ATGI6LI et IRGM. Globalement, ces études ont rapporté une diminution de 1’autophagie dans

différents types cellulaires de patients atteints de la MC.

Tout d’abord, les macrophages dérivés de monocytes de patients atteints de la MC et génotypés pour les
mutations NOD2, ATGI16LI et IRGM sont incapables de contrdler la réplication intracellulaire des AIEC (La-
paquette et al., 2012; Vazeille et al., 2015). La mutation d’/RGM par perte de fonction affecte la clairance des
AIEC par les macrophages dans des modeles murins de MICI (Parkes, 2012). En effet, la perte de contrdle de

C313T induit une xénophagie défec-

I’expression d’JRGM par le miR-196 entrainée par le variant a risque /[RGM
tueuse et, en conséquence, une réplication intracellulaire excessive des bactéries AIEC (Brest et al., 2011). Par
ailleurs, les cellules dendritiques et les CEI porteuses des variants NOD2L0075insC oy ATG 16L173%4 présentent
une diminution de I’activation de I’autophagie par le MDP, induisant un défaut d’élimination des pathogénes
intracellulaires comme S. Typhimurium, S. flexneri et les AIEC (Cooney et al., 2010). Ce défaut pourrait étre
dii a I’incapacité du variant NOD2L1007insC 3 recruter ATG16L1 au site d’entrée de la bactérie (Figure 50).
Les macrophages murins primaires déficients pour Arg/6l1 et les macrophages primaires humains porteurs du
variant ATG16L173%%4 présentent une diminution de la fusion des vésicules contenant S. Typhimurium avec les
lysosomes, conduisant & un défaut de la clairance bactérienne (Zhang et al., 2017b). Récemment, il a été dé-
montré que lors d’une infection par S. Typhimurium, ULK1 phosphoryle ATG16L1 pour I’activer, permettant
le transfert d’ATG16L1 au niveau du site d’entrée de la bactérie. Or, la phosphorylation du variant a risque

ATGI6LIT%4 par ULKI provoque sa déstabilisation et sa dégradation, diminuant ainsi 1’élimination de S.

Typhimurium (Alsaadi et al., 2019). Enfin, IRGM interagit, d’une part, avec le complexe Beclin 1 et ULK pour
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favoriser leur assemblage, et d’autre part, avec ATG16L1 et NOD2 afin de former un complexe et moduler
I’autophagie en réponse a divers composants microbiens. NOD2 contribue a la poly-ubiquitination d’IRGM,
une étape nécessaire pour I’interaction d’IRGM avec les facteurs autophagiques et 1’élimination des bactéries

(Chauhan et al., 2015a).

Par ailleurs, il a précédemment été montré que les récepteurs de la xénophagie jouent un rdle essentiel
dans I’élimination des pathogenes intracellulaires. En particulier, certaines études se sont intéressées au role
de p62 et de 'OPTN dans la pathogénese de la MC. Au cours de ’inflammation intestinale, une diminution
du recyclage de p62 associée a un défaut de 1’autophagie a été observée (Cosin-Roger et al., 2017). 11 a été
rapporté que 1’expression de p62 est plus élevée dans les cellules épithéliales de la muqueuse endommagée,
comparativement a la muqueuse saine de patients atteints de MICI (Ortiz-Masid et al., 2014). La survie des
AIEC LF82 est supérieure dans les CEI transfectées avec un vecteur inhibant I’expression de p62 par rapport
aux cellules transfectées avec un vecteur vide (Mimouna et al., 2014). De plus, le géne codant pour I’OPTN est
sous exprimé dans les macrophages chez environ 10 % des patients atteints de la MC, et ceci est associé a une
diminution du taux de protéine OPTN et de la sécrétion de cytokines par les macrophages lors d’une infection
bactérienne (Smith et al., 2015). Enfin, comparativement aux souris sauvages, les souris déficientes pour I’ Optn
présentent une colite induite par C. rodentium plus sévere, une diminution du niveau de TNF-o dans le sérum

et un défaut de recrutement des neutrophiles au site de 1’infection (Chew et al., 2015).

Pour finir, apres avoir été reconnus par les récepteurs de la xénophagie, les pathogenes intracellulaires sont
éliminés par fusion de I’autophagosome avec le lysosome, qui nécessite les protéines inhibitrices de 1’apoptose
comme clAP2 (cellular inhibitor of apoptosis 2) et XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis protein) (Gradzka
et al., 2018). La perte de fonction ou I’inhibition de ces protéines engendre une altération du flux autophagique
responsable d’une xénophagie défectueuse ainsi que d’une augmentation de la sécrétion de TNF et d’IL-1J3,
pouvant contribuer au développement de la MC (Gradzka et al., 2018). De plus, I’acidité du lysosome, contrdlée
par le récepteur GPR6S5 (G protein-coupled receptor 65), est nécessaire a son fonctionnement et a 1’élimination
des pathogenes intracellulaires. En effet, une acidification lysosomale aberrante entrainant un dysfonction-
nement lysosomal et une altération de la clairance bactérienne intracellulaire par 1’autophagie, est observée
dans les cellules épithéliales ou les lymphoblastes de patients atteints de MICI porteurs du variant a risque
GPR65"?3L (Lassen et al., 2016). La délétion de Gpr65 en modeéle murin augmente la susceptibilité des sou-
ris au développement d’une inflammation intestinale induite par C. rodentium (Lassen et al., 2016). Or, ces
résultats nécessitent des recherches plus approfondies car d’autres études ont révélé qu’un défaut de I’auto-

phagie augmente la résistance a I’infection par C. rodentium. En effet, les souris Atgl611™

présentent une
réponse accrue de I’IFN-I au microbiote intestinal, augmentant leur résistance a I’infection par C. rodentium,

comparativement aux souris sauvages (Marchiando et al., 2013). A I’inverse, les souris déficientes pour Azg1611
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TABLEAU 7 : Principales molécules ou cibles thérapeutiques utilisées pour activer I’autophagie dans le

traitement des MICI.

Abréviations : a7nAChR : alpha7 nicotinic acetylcholine receptor, C2BR : cannabinoid receptor 2.

Molécule ou cible thérapeutique

Mode d’action

Maintien la clairance des agents pathogénes

, . Lo Optineurine , . -
Récepteurs impliqués P et régule la production de cytokines
dans I'induction de
'autophagie activés CBIR Active la voie de signalisation AMPK-mTOR
par différents et inhibe I'activation de I'inflammasome NLRP3
agonistes . . . N
a7nAChR Active la voie de signalisation AMPK-mTOR
Sirolimus Active de fagon globale I'autophagie
Immunosuppresseurs
Evérolimus Active de facon globale I'autophagie
Vitamine D Recrute Beclin-1 et favorise la libération
de la protéine de jonction serrée Claudine-2
Curcumine Inhibe I'activation de I'inflammasome NLRP3
Composés alimentaires
et acides aminés Glutamine Régule les voies de signalisation mTOR et MAPK-p38
Spermidine Active 'autophagie dans les macrophages

Acide kynurénique

Dégrade I'inflammasome NRLP3

Principes actifs
issus de végétaux

Célastrol

Inhibe la voie de signalisation PI3K-AKT-mTOR

Palmatine

Favorise la mitophagie
et inhibe I'inflammasome NRLP3

Andrographolide

Favorise la mitophagie
et inhibe I'inflammasome NLRP3

Evodiamine

Empéche I'assemblage de I'inflammasome NLRP3
et régule la voie de signalisation NF-kB

GL-V9

Active la voie de signalisation AMPK
et inhibe I'inflammasome NLRP3

Andrographolide

Diminue I'activation de la voie de signalisation

AKT-mTOR
Anthocyanes Régule la voie de signalisation PI3K-AKT-mTOR
Resvératrol Active la xénopflma.gield'ans I.es ma.crophages
et cellules épithéliales intestinales
. . Inactive I'inflammasome NLRP3
Ginsenoside

et induit la mitophagie médiée par p62
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spécifiquement dans les cellules myéloides sont sensibles a cette infection, suggérant que les cellules myéloides

sont nécessaires a la protection contre C. rodentium médiée par 1’autophagie (Martin et al., 2018).

II1.6 Autophagie : vers de potentielles thérapies pour la maladie de Crohn

Dans les maladies inflammatoires, il a été prouvé que 1’autophagie basale correctement induite atténue
efficacement 1’apparition et le développement des maladies par la suppression des réactions inflammatoires
et immunitaires excessives. Ainsi, la modulation de 1’autophagie dans ce type de pathologies semble &tre une

solution thérapeutique intéressante.

II1.6.1 Activation de ’autophagie par la rapamycine et ses analogues

Le sirolimus et I’évérolimus sont deux analogues de la rapamycine qui ont été utilisés sur des modeles
murins et en clinique pour activer I’autophagie. En effet, chez des souris déficientes pour 1’/l-10, I’iléite est
améliorée par un traitement a I’évérolimus (Matsuda et al., 2007). Au niveau clinique, les effets de I’évérolimus
restent a éclaircir, puisqu’une équipe a rapporté une amélioration des symptdmes chez les patients atteints de la
MC (Dumortier et al., 2008), tandis qu’une étude multicentrique randomisée n’a démontré aucun effet supérieur
au placebo utilisé (Reinisch et al., 2008). Par ailleurs, un autre analogue de la rapamycine, le sirolimus, a
également fait 1’objet d’une étude rétrospective chez des enfants atteints de MICI sévere et réfractaire. Cette
étude a rapporté une rémission clinique et une guérison de la muqueuse chez 100 % des enfants atteints de la
MC, apres un traitement au sirolimus (Tableau 7) (Mutalib et al., 2014). Cependant, les effets bénéfiques des
analogues de la rapamycine peuvent étre dus a des effets immunosuppresseurs indépendants de 1’autophagie.
Par conséquent, I'utilisation de modulateurs de 1’autophagie en tant que thérapie demeure problématique en
raison de leur faible spécificité pour leurs cibles, I’absence de spécificité pour un type cellulaire particulier et
leurs effets indépendants de I’autophagie. Ainsi, afin d’établir une thérapie efficace pour le traitement des MICI,

des stratégies modulant spécifiquement 1’autophagie sans effet toxique restent a développer.

I11.6.2 Activation spécifique de I’autophagie par des composés alimentaires ou
végétaux

Parmi les nombreux activateurs ou inhibiteurs actuels, peu d’entre eux sélectionne strictement une voie
autophagique et une cible. C’est pourquoi une partie de la recherche s’est orientée vers 1’identification de

petites molécules et de peptides modulant précisément 1’autophagie dans les processus pathologiques.

De facon intéressante, certains acides aminés ou composés dérivés de produits alimentaires sont capables
d’activer I’autophagie, comme la vitamine D, la curcumine, la glutamine, la spermidine, les anthocyanes et le
résvératrol. En effet, la carence en vitamine D a été reconnue comme une base pathologique importante des

MICI (Blaney et al., 2009). Une étude a démontré qu’un traitement par la vitamine D3 des CEI induit I’activa-

86



Chapitre 3 : Autophagie

tion de I’autophagie (Wu et al., 2015), suggérant qu'une complémentation en vitamine D chez les patients at-
teints de la MC augmenterait le niveau de 1’autophagie. Le récepteur de la vitamine D renforce 1’ autophagie par
I'intermédiaire de Beclin 1 (Lu et al., 2019) et favorise la libération de la protéine de jonction serrée Claudine
2 pour ralentir I’inflammation intestinale (Zhang et al., 2019). En modele animal de MICI (Yue et al., 2019)
et lors d’études cliniques (Yanai et al., 2016), le traitement par la curcumine inhibe 1’activation de 1’inflam-
masome NLRP3 (Gong et al., 2018), permettant d’améliorer la pathologie intestinale. De la méme maniere,
en conditions basales et de stress, la glutamine active 1’autophagie dans les CEI en régulant les voies mTOR
et MAPK-p38, limitant 1’apoptose induite par le stress (Sakiyama et al., 2009). Par ailleurs, dans un modele
murin de colite induite au DSS, la spermidine, une polyamine naturelle, améliore la perte de poids et les 1ésions
coliques (Morén et al., 2013). L’étude de Liu et co-auteurs suggere que 1’amélioration des MICI par la sper-
midine est en partie due a son activation de I’autophagie dans les macrophages, ce qui lui permet d’acquérir
des propriétés anti-inflammatoires (Liu et al., 2020). De plus, les anthocyanes, appartenant a une sous-classe de
flavonoides alimentaires (composés polyphénoliques), jouent un rdle important dans la prévention de I’ appari-
tion et de la progression de I’inflammation intestinale (Farzaei et al., 2018) et peuvent accélérer I’autophagie
en régulant la voie de signalisation PI3K-AKT-mTOR (Zhang et al., 2016). 1l a été démontré que les proantho-
cyanidines peuvent atténuer la colite induite par le DSS en activant I’autophagie (Zhang et al., 2022a). Enfin,
in vitro et dans un modele de poisson-zebre, une étude a montré que le resvératrol induit la xénophagie dans
les macrophages et dans les CEI, favorisant ainsi I’élimination de S. Typhimurium et des AIEC (Tableau 7)

(Al Azzaz et al., 2018).

De méme, il a été démontré que certains extraits végétaux ou principes actifs améliorent I’inflammation in-
testinale en induisant I’autophagie. Par exemple, le célastrol, un extrait végétal issu de la racine de Tripterygium
wilfordii utilisée traditionnellement en médecine chinoise, augmente 1’autophagie dans le colon de souris il107
en inhibant la voie PI3K-AKT-mTOR et limitant ainsi 1’inflammation (Zhao et al., 2015). Deux autres extraits
végétaux, la palmatine (Mai et al., 2019) et I’andrographolide (Guo et al., 2014), améliorent la colite induite au

DSS en favorisant la mitophagie dans les macrophages et en inhibant I’inflammasome NLRP3 (Tableau 7).

I11.6.3 Activation des récepteurs et régulateurs de I’autophagie

Ces dernieres années, il a été démontré que plusieurs types de récepteurs et de régulateurs pouvaient avoir
un effet bénéfique sur les MICI a travers 1’autophagie. Par exemple, I’OPTN est de plus en plus reconnu comme
étant un facteur essentiel dans le maintien de la clairance des pathogenes et la régulation de la production de
cytokines dans les macrophages (Tschurtschenthaler and Adolph, 2018; Xu et al., 2020). En effet, I’activation
de I’OPTN contribue a I’atténuation de la MC, via I’induction de I’autophagie et la suppression des réponses
inflammatoires médiées par les macrophages intestinaux (Tschurtschenthaler and Adolph, 2018). De plus, le

CB2R (cannabinoid receptor 2), un récepteur couplé aux protéines G principalement localisé dans le systéme
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immunitaire, y compris les macrophages et d’autres cellules inflammatoires et immunitaires dans les tissus pé-
riphériques, a été de plus en plus étudié en tant que modulateur immunitaire et inflammatoire (Carbone et al.,
2014; Kong et al., 2014; Ke et al., 2016). Dans un modele murin de colite induite au DSS, I’administration de
HU308, un agoniste de CB2R (Ke et al., 2016), et I’administration de PNU282987, un agoniste du récepteur
a7nAChR (alpha7 nicotinic acetylcholine receptor) (Shao et al., 2019), activent la voie AMPK-mTOR, indui-
sant ainsi I’autophagie dans les macrophages intestinaux et atténuant considérablement la sévérité de la colite

(Tableau 7).

I11.6.4 Activation de I’autophagie pour moduler I’inflammasome

D’apres des études récentes, plusieurs molécules se sont révélées efficaces pour soulager les MICI en
induisant la suppression de I’inflammasome par 1’autophagie. Par exemple, un agoniste du CB2R augmente
I’autophagie, en inhibant I’activation de I’inflammasome NLRP3 et en atténuant la colite induite au DSS dans
un modele murin (Shao et al., 2014). De plus, I’administration d’une molécule anti-inflammatoire, le Ginseno-
side, inactive I’inflammasome NLRP3 et induit la mitophagie médiée par p62, améliorant ainsi la colite induite
au DSS en modele murin (Tableau 7) (Liu et al., 2018a). Par ailleurs, le GL-V9, une molécule activatrice de
I’AMPK, induit I’autophagie et protege contre la colite grace a I’inhibition de I’inflammasome NLRP3 (Zhao
et al., 2017). En outre, I’acide kynurénique, un régulateur endogene de la colite exacerbée par le stress, induit
la dégradation de NRLP3 par I’autophagie dans les macrophages (Zheng et al., 2019). Enfin, il a été démontré
que I’évodiamine, un composant chimique extrait d’ Evodiae fructus, supprime ’initiation et I’assemblage de
I'inflammasome NLRP3 via la régulation de la voie NF-xB par 1’autophagie dans les macrophages, atténuant

ainsi la colite induite par le DSS (Tableau 7) (Ding et al., 2020).

Plus récemment, chez les patients atteints de MICI, I’application de cannabis, un agoniste du CB2R,
permet d’atténuer la sévérité des MICI grace a I’induction de 1’autophagie et a la suppression de I’inflamma-
tion par les macrophages (Tartakover Matalon et al., 2020). Une autre étude menée sur des patients a révélé
que le ciblage d’ATG2B par le miARN-143 inhibant I’autophagie augmente la production de cytokines pro-
inflammatoires par les macrophages, jouant ainsi un effet néfaste sur la MC (Lin et al., 2018). En outre, dans les
CEI humaines, les lipoprotéines HDL (high-density lipoprotein) et I’apolipoprotéine A-I (apoA-I) suppriment
I’inflammation intestinale via 1’autophagie (Gerster et al., 2015). Dans un modele murin de colite induite au
DSS, il a été démontré que la sous-unité V-ATPase ATP6VOD?2 spécifique des macrophages atténuait considé-
rablement la sévérité de la colite en limitant 1’activation de I’inflammasome dans les macrophages et I’infec-
tion bactérienne par S. Typhimurium. Ces effets sont médiés par I’augmentation de la fusion autophagosome-
lysosome et du niveau du flux d’autophagie (Xia et al., 2019). L’induction de I’autophagie par PINK1/Parkin
protege contre la colite induite au DSS en inhibant I’'inflammasome NLRP3 dans les macrophages (Mai et al.,

2019). Enfin, dans un autre modele murin de colite induite au TNBS (trinitro-benzene-sulfonic acid), I’'1L-33
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améliorerait la colite en induisant I’autophagie dans les macrophages intestinaux via la régulation de la voie de

signalisation TLR4 (Wang et al., 2019).

I11.6.5 Approche thérapeutique par une thérapie personnalisée

Le développement d’une approche personnalisée pour le traitement de la MC semble essentiel étant donné
que I’étiologie de cette pathologie est multifactorielle et que les facteurs de risques sont spécifiques a chaque
patient. Une approche intéressante serait d’induire 1’autophagie chez les patients atteints de la MC qui pré-
sentent des défauts génétiques associés a I’autophagie. Cela permettrait de restaurer la sécrétion de peptides

anti-microbiens par les cellules de Paneth et d’activer efficacement les réponses immunitaires (Nys et al., 2013).

Par ailleurs, une autre stratégie thérapeutique envisageable est la thérapie génique, qui permettrait de
soulager et traiter la MC. Il a ét¢ montré que plusieurs miARN inhibent I’expression de genes associés a
I’autophagie, supprimant ainsi ce processus (El-Khider and McDonald, 2016). Enfin, les pathologies humaines
associées a un défaut de 1’autophagie pourraient étre traitées par un inducteur de I’autophagie, un peptide appelé
« Tat- BECNI », qui est internalisé et induit I’autophagie dans différents types cellulaires humains (Shoji-
Kawata et al., 2013). Cependant, des progres restent a faire sur 1’utilisation de thérapies basées sur les miARN
ou de peptides inducteurs de 1’autophagie puisque cela nécessite le développement de systemes de délivrance

spécifique de I’intestin ainsi que la vérification de leur efficacité et de leur innocuité.

Par conséquent, en raison de ses nombreux roles fondamentaux dans le maintien de 1’homéostasie intes-
tinale et des divers polymorphismes présents chez les patients atteints de la MC, 1’autophagie semble &tre une
cible thérapeutique pertinente. Bien que des progres aient été réalisés dans I’étude des médicaments induisant
I’autophagie, le traitement des MICI par la modulation de 1’autophagie n’en est encore qu’a ses débuts. Il s’ agit
d’un défi en raison de la faible spécificité pharmacologique de ses cibles, du manque de spécificité pour des

classes cellulaires spécifiques et des effets indépendants de I’autophagie.
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IV.1 Contexte scientifique

La maladie de Crohn (MC) est une maladie inflammatoire chronique de I’intestin dont I’étiologie est
multifactorielle. Elle résulte de 1’interaction complexe entre des prédispositions génétiques, des facteurs en-
vironnementaux et des altérations de la composition du microbiote intestinal, induisant une dérégulation du
systeéme immunitaire intestinal. Chez les patients atteints de la MC, une augmentation de la prévalence des bac-
téries AIEC (adherent-invasive E. coli) a été rapportée (Darfeuille-Michaud et al., 1998, 2004; Palmela et al.,
2018). Les AIEC sont des pathobiontes capables d’adhérer et d’envahir les cellules épithéliales intestinales, de
survivre et se répliquer en macrophages, de coloniser le tube digestif et d’induire une inflammation intestinale

chez des souris génétiquement prédisposées (Palmela et al., 2018).

De plus, le laboratoire a montré que 1’autophagie est un processus clé de la défense de 1’hdte pour contrdler
la réplication intracellulaire des AIEC ainsi que I’inflammation intestinale induite par ces bactéries (Brest et al.,
2011; Lapaquette et al., 2012; Nguyen et al., 2014; Bretin et al., 2016, 2018; Dalmasso et al., 2019). En effet,
lors d’une infection par les AIEC, 1’autophagie est induite dans les cellules hotes et cela est nécessaire pour
limiter la réplication intracellulaire des AIEC (Lapaquette et al., 2010, 2012; Nguyen et al., 2014; Bretin et al.,
2016; Dalmasso et al., 2021). Bien que I’autophagie soit induite dans les cellules infectées, il a également été
démontré que les AIEC peuvent contourner 1’autophagie en dérégulant les niveaux des microARN 130a et
30c (Nguyen et al., 2014) ou la SUMOylation (Dalmasso et al., 2019) des cellules hétes. Cela conduit a une
réplication intracellulaire anormale des AIEC et a une inflammation accrue induite par ces bactéries (Nguyen
et al., 2014; Dalmasso et al., 2019). En outre, les cellules hotes infectées par les AIEC sécretent des exosomes
(Carriere et al., 2016), des vésicules extracellulaires de 30 a 150 nm, qui peuvent transférer le miR-30c et le
miR-130a d’une cellule a une autre pour inhiber I’autophagie, ce qui favorise la réplication intracellulaire des
AIEC (Larabi et al., 2020b). Enfin, de précédentes études menées par le laboratoire ont révélé que plusieurs
polymorphismes dans les genes impliqués dans 1’autophagie (ATGI6L1, IRGM, ULKI, et NOD2) associés a
la MC entrainent un défaut de I’autophagie, induisant une réplication intracellulaire anormale des AIEC et
une sécrétion accrue de cytokines pro-inflammatoires (Lapaquette et al., 2010; Brest et al., 2011; Lapaquette
etal., 2012; Buisson et al., 2019). Toutefois, les mécanismes par lesquels les bactéries AIEC sont reconnues par

I’autophagie ainsi que I’impact des SNP dans les génes de 1’autophagie sur ce processus restent mal connus.

90



Travail expérimental

Certains pathogenes intracellulaires, tels que L. monocytogenes ou S. flexneri, développent diverses stra-
tégies, en particulier des facteurs de virulence, pour contourner le processus autophagique et échapper ainsi a
leur dégradation. Bien que certaines bactéries AIEC soient éliminées par I’autophagie, d’autres ne le sont pas.
Ainsi, nous émettons 1’hypotheése que les AIEC sont également capables d’échapper a I’autophagie afin de se

répliquer au sein des cellules hotes.

Dans ce contexte, les travaux menés au cours de ma thése ont eu pour objectif principal de mieux com-
prendre I’interaction entre les bactéries AIEC et I’autophagie. Pour répondre a cet objectif, mon travail de
recherche s’est articule autour de 2 axes : (i) identifier le ou le(s) récepteur(s) autophagique(s) implique(s)
dans la reconnaissance des AIEC par I’autophagie, et (ii) identifier les facteurs de virulence nécessaires

aux bactéries AIEC pour échapper a I’autophagie.
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IV.2 Identification du ou des récepteur(s) autophagique(s) impliqué(s) dans la

reconnaissance des bactéries AIEC associées a la MC par I’autophagie

Lors d’une infection par les AIEC, notre groupe a montré que I’autophagie est induite dans les cellules
hétes afin de limiter la réplication intracellulaire de ces bactéries (Lapaquette et al., 2010, 2012; Bretin et al.,
2016). Par ailleurs, il a également été rapporté que les bactéries intracellulaires ubiquitinées sont reconnues par
plusieurs récepteurs autophagiques se liant a I’'ubiquitine, tels que I’OPTN (Wild et al., 2011), NBR1 (Kirkin
etal., 2009; Waters et al., 2009), TAX1BP1 (Tumbarello et al., 2015), p62 (Zheng et al., 2009) et NDP52 (Thurs-
ton et al., 2009). Ainsi, dans cette étude, les objectifs étaient d’identifier le(s) récepteur(s) autophagique(s)
impliqué(s) dans la reconnaissance et I’adressage de la souche AIEC LF82 vers les autophagosomes ainsi

52 Val248Ala

que d’étudier I’'impact du variant a risque NDP. associé a la MC sur la réponse de I’héte lors

d’une infection par les AIEC.

Parmi les récepteurs autophagiques testés (p62, NDP52, NBR1, TAX1BP1 et OPTN), nos résultats ont
montré une augmentation significative de la réplication intracellulaire de la souche de référence AIEC LF82
dans les cellules épithéliales intestinales T84 transfectées avec un siARN dirigé contre p62 ou NDP52, com-
parativement aux conditions contrdles. En présence des siARN dirigés contre I’OPTN, NBRI ou TAXIBPI,
aucune différence significative n’a été observée par rapport aux conditions contrdles. Ainsi, ces résultats in-
diquent que les récepteurs p62 et NDP52 semblent étre impliqués dans la reconnaissance de la souche AIEC
LF82, contrairement aux récepteurs OPTN, NBR1 et TAX1BP1. En effet, une augmentation significative de
la réplication intracellulaire de la souche AIEC LF82 a été constatée dans des cellules HeLa déficientes pour
p62 ou NDP52, comparativement aux cellules contrdles. Par ailleurs, cette augmentation est associée a une
production plus élevée des cytokines pro-inflammatoires IL-6 et IL-8 induite par la souche AIEC LF82. En
outre, I’analyse par microscopie confocale a révélé la colocalisation entre p62 ou NDP52 avec la souche AIEC
LF82 et LC3, un marqueur de I’autophagie. Par conséquent, bien que d’autres études soient nécessaires pour
démontrer le role exact de p62 et NDP52, nos résultats suggerent que ces protéines pourraient agir comme

récepteurs autophagiques pour contrdler la réplication intracellulaire des AIEC.

Par ailleurs, I’étude de 1’impact du variant a risque NDP52"42484la gyr 1a réponse de I’hdte lors d’une
infection par les AIEC, n’a montré aucune différence significative dans le nombre de bactéries AIEC LF§2
intracellulaires entre les cellules HeLa exprimant ce variant et celles exprimant la protéine NDP52 sauvage, que
ce soit par le test de protection a la gentamicine, par cytométrie en flux ou par microscopie confocale. Ainsi,

ces données suggerent que le variant a risque NDP52"#/2484la

pourrait étre impliqué dans la reconnaissance de
la souche AIEC LF82 dans d’autres lignées cellulaires comme les macrophages, ou qu’il joue un autre rdle,

probablement dans le contrdle de I’inflammation.
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Ces travaux sont présentés ici sous la forme d’un article scientifique, qui est actuellement en révision dans

le journal « Frontiers in cellular and infection microbiology ».
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Abstract

Crohn’s disease (CD) is a chronic inflammatory bowel disease, of which the etiology
involves genetic, environmental and microbial factors. Adherent-invasive Escherichia coli
(AIEC) and polymorphisms in autophagy-related genes have been implicated in CD etiology.
Autophagy is a key process for the maintenance of cellular homeostasis, which allows the
degradation of damaged cytoplasmic components and pathogens via lysosome. We have shown
that a functional autophagy is necessary for AIEC clearance. Here, we aimed at identifying the
autophagy receptor(s) responsible to target AIEC to autophagy for degradation. We showed
that, among the tested autophagy receptors (p62, NDP52, NBR1, TAX1BP1 and Optineurin),
diminished expression of p62 or NDP52 increased the number of the clinical AIEC LF82 strain
inside intestinal epithelial cells. This was associated with increased pro-inflammatory cytokine
production. Moreover, p62 or NDP52 directly colocalized with AIEC LF82 and LC3, an
autophagy marker. As the NDP52"4?434la nolymorphism has been associated with increased CD
susceptibility, we investigated its impact on AIEC control. However, in HeLa cell and under
our experimental condition, no effect of this polymorphism neither on AIEC LF82 intracellular
number nor on pro-inflammatory cytokine production was observed. Together, our results
suggest that p62 and NDP52 act as autophagy receptors for AIEC recognition, controlling AIEC

intracellular replication and inflammation.

Keywords: Adherent-invasive E. coli (AIEC); autophagy; Crohn’s disease; p62; NDP52.



Introduction

Crohn’s disease (CD) is an inflammatory bowel disease (IBD) characterized by chronic
inflammation of any part of the gastrointestinal tract (Torres et al., 2017). Evidence has shown
that CD resulted from a complex interplay between environmental factors and genetic
susceptibility, leading to dysregulated immune responses against the intestinal microbiota
(Carriere et al., 2014). To date, no curative treatment is available for CD patients, and only
symptomatic treatments are proposed to limit the intensity and the frequency of the
inflammatory flare (Torres et al., 2017). This indicates a need to fully elucidate the underlying
causes of the disease.

Intestinal dysbiosis with altered composition and diversity of the microbiota has been
consistently described in patients with IBD (Carriere et al., 2014). It has been shown that the
intestinal mucosa of CD patients is abnormally colonized by adherent-invasive Escherichia coli
(AIEC) pathobionts (Darfeuille-Michaud et al., 1998, 2004). AIEC bacteria are characterized
by their abilities to adhere to and to invade intestinal epithelial cells, to survive and replicate
within macrophages without inducing cell death, and to induce the release of pro-inflammatory
cytokines (Larabi et al., 2020a). Furthermore, our group has shown that the replication ability
of AIEC is increased in macrophages from CD patients compared to healthy individuals
(Vazeille et al.,, 2015), and that the defect in AIEC clearance of CD patients-derived
macrophages is linked to the polymorphisms in autophagy-related genes, including /IRGM
(Immunity-related GTPase family M protein) and ULK-1 (Unc-51 Like Autophagy Activating
Kinase 1) (Buisson et al., 2019). Our recent study showed that AIEC are involved in the early
stages of ileal lesions in CD and the presence of AIEC within surgical specimen is predictive
of endoscopic post-operative recurrence at 6 months (Buisson et al., 2023). This study strongly
demonstrates the clinical relevance of AIEC implication in the etiopathogenesis of CD.

Macroautophagy (hereafter referred to as autophagy) is a tightly regulated and
conserved catabolic process by which the cell degrades cytoplasmic components, such as
misfolded proteins, damaged organelles or invasive pathogens, via lysosome (Klionsky et al.,
2021). Briefly, autophagy is initiated by the formation of the isolated double-membrane
phagophore that elongates and matures to form an autophagosome. Autophagosome then fuses
with lysosome for the subsequent degradation of its content (Klionsky et al., 2021). Our group
has shown that upon AIEC infection, autophagy is induced in host cells, and a functional
autophagy is necessary to limit the intracellular replication of AIEC (Lapaquette et al., 2010,
2012; Bretin et al., 2016, 2018; Dalmasso et al., 2021). We also showed that while host cells



induce a functional autophagy to eliminate AIEC, AIEC can subvert autophagy by up-
regulating the levels of microRNAs 130a and 30c of host cells (Nguyen et al., 2014) or by
impairing host SUMOylation, a eukaryotic reversible post-translational modification, in which
SUMO, a ubiquitin-like polypeptide, is covalently linked to target proteins (Dalmasso et al.,
2019). This consequently leads to abnormal AIEC intracellular replication and enhanced AIEC-
induced inflammation (Nguyen et al., 2014; Dalmasso et al., 2019). Furthermore, upon AIEC
infection, host cells secrete exosomes (Carriere et al., 2016), extracellular vesicles of 30-100
nm, that can transfer miR-30c and miR-130a from cell-to-cell to inhibit autophagy, favoring
AIEC intracellular replication (Larabi et al., 2020b). Importantly, we and others have shown
that the CD-associated SNPs in autophagy-related genes, including ATGI6LI, IRGM and
NOD?2, lead to impaired autophagy, resulting in abnormal AIEC intracellular replication and
increased secretion of pro-inflammatory cytokines (Nguyen et al., 2013; Larabi et al., 2020a).

Autophagy can be non-selective, where bulky portions of the cytoplasm are degraded
upon stress, or highly selective, by which pre-selected and specific cellular components are
degraded. In selective autophagy, the first step involves the ubiquitination of the cargo,
following which it gets recognized by autophagic receptors for subsequent targeting into an
autophagosome, which matures into a degradative vesicle after fusion with lysosome (Lamark
and Johansen, 2021). Selective autophagy is classified according to the targeted cargo:
mitophagy for mitochondria, pexophagy for peroxisomes, ribophagy for ribosomes, lipophagy
for lipid droplets, aggrephagy for aggregated proteins and xenophagy for invading pathogens
(Lamark and Johansen, 2021). Ubiquitinated intracellular bacteria could be recognized by
multiple ubiquitin-binding cargo receptors, such as Optineurin (Wild et al., 2011), NBR1
(Kirkin et al., 2009; Waters et al., 2009), TAX1BP1 (Tumbarello et al., 2015), p62 (Bjerkey et
al., 2005; Pankiv et al., 2007) and NDP52 (Thurston et al., 2009).

p62 (also known as SQSTMI (sequestosome 1)) is the first selective autophagy receptor
to be identified and described (Bjorkey et al., 2005; Pankiv et al., 2007). It is involved in cellular
stress response, clearance of protein aggregates, defective organelles as well as invading
pathogens (Sharma et al., 2018; Vainshtein and Grumati, 2020). Indeed, the importance of p62
in xenophagy was primarily explored in the control of the invading bacteria Salmonella enterica
serovar Typhimurium (Zheng et al., 2009). Other bacterial species, such as Shigella flexneri
(Mostowy et al., 2011), Listeria monocytogenes (Mostowy et al., 2011) and Mycobacterium
tuberculosis (Franco et al., 2017) have been also reported to be selectively targeted by p62 for
recruitment and delivery into nascent LC3-positive autophagosomes. p62 acts with other

receptors such as NDP52 (nuclear dot protein 52 kDa, also known as CALCOCQO?2) to target S.
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Typhimurium (Cemma et al., 2011), Listeria monocytogenes (Mostowy et al., 2011) and
Shigella flexneri (Mostowy et al., 2011) to autophagosomes.

NDP52 is an important selective autophagy receptor which is involved in the
maintenance of cellular homeostasis by degrading damaged mitochondria via mitophagy (Heo
et al., 2015). It also plays an essential role in xenophagy. Indeed, NDP52 targets various
infectious pathogens such as Streptococcus pyogenes (Von Muhlinen et al., 2010), S.
Typhimurium (Von Muhlinen et al., 2010) and Shigella flexneri (Mostowy et al., 2011) for their
selective degradation by xenophagy. NDP52 uses its C-terminal ubiquitin-binding zinc finger
domain (UBZ) to recognize ubiquitin on the bacterial surface and the LC3-interacting region
(LIR) for the binding with LC3 molecules on autophagosome, facilitating the recruitment of
autophagic machinery surrounding the pathogens (Ivanov and Roy, 2009; Thurston et al.,
2009). Moreover, NDP52 also takes part in reducing inflammation via down-regulating the NF-
kB signaling (Inomata et al., 2012; Ellinghaus et al., 2013). In 2013, a whole exome sequencing
study identified an association between CD susceptibility and a common missense variant,
Val248Ala (SNP rs2303015), which leads to the replacement of valine by alanine at position
248 (Ellinghaus et al., 2013). Ellinghaus and colleagues reported that while the wild-type
NDP52 was able to decrease NF-kB activation in response to poly(I:C), a TLR (Toll-like
receptor) agonist, in HeLa cells, the CD-associated NDP527%?#54la yariant failed to do so
(Ellinghaus et al., 2013). Thus, the negative feedback on TLR signaling exerted by NDP52 was
impaired by the NDP52"4?#64la yariant, and this could be one of the mechanisms underlying the
implication of this variant in CD pathogenesis (Ellinghaus et al., 2013). Nevertheless, the
impact of this risk variant on autophagy targeting bacteria or xenophagy has not been
investigated.

So far, the autophagic receptors responsible for the recognition of AIEC and targeting
the bacteria to autophagosome have not yet been identified. In this study, we aimed to identify
the autophagic receptor(s) specific for AIEC targeting and to investigate the impact of the CD-

associated NDP52"412#541a yariant on host response to AIEC infection.



Materials and methods
Bacterial strains

The AIEC reference strain LF82 was isolated from a chronic ileal lesion of a CD patient
(Darfeuille-Michaud et al., 1998). The clinical AIEC strains CEAS501S and CEA614S were
isolated from the ileal lesions of CD patients from the CEALIVE cohort (Buisson et al., 2021).
The LF82-GFP bacteria was used to visualize the bacteria by fluorescent microscopy as
previously described (Nguyen et al., 2014; Bretin et al., 2016). The mCherry-labeled AIEC
LF82 strain was obtained by bacterial conjugation in solid medium. Briefly, the mCherry donor
strain, the AIEC LF82 recipient strain and the strain carrying the transposase were grown
overnight in Luria-Broth (LB) with corresponding antibiotics at 37°C. These 3 strains were
mixed together, centrifuged for 2 min at 1,900 g, re-suspended in 1.5 mL of LB to eliminate
antibiotics and centrifuged again. Then, the pellet was re-suspended in 50 pL of LB, and this
solution was filtered through a 0.45 pum filter membrane on LB agar plate. The plate was
incubated for 2 to 6 hours at 37°C, and then, the filter membrane was transferred in a 50 mL
tube to resuspend the bacteria in 1 mL of LB. It was spread on LB agar plates and incubated
overnight at 37°C. The laboratory E. coli K12 C600 strain was used as a non-invasive strain.

All bacterial strains were grown overnight in LB at 37°C without agitation.

Cell lines and culture conditions

The NDP52 knock-out (KO) and p62 KO HeLa cells, as well as their corresponding
control HeLa cells, which express NDP52 or p62, respectively, were kindly provided by Prof.
Richard J. Youle (National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA) (Lazarou et al.,
2015). HeLa cells expressing LC3-GFP were kindly given by Drs. Aurore Rozi¢res and
Christophe Viret (CIRI, Centre International de Recherche en Infectiologie, Lyon, France).
HeLa cells were cultured in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) with L-glutamine
(Gibco) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) (Dutscher) and 1%
antibiotic/antimycotic solution (Penicillin G/Streptomycin/Amphotericin B) (Cytiva). The
intestinal epithelial cell line T84 (ATCC, CCL-248) was cultured in DMEM/F-12 Nutrient
Mixture (Ham) (Gibco) supplemented with 10% FBS, 1% Glutamine (Gibco), 1%
antibiotic/antimycotic solution (Penicillin G/Streptomycin/Amphotericin B) and 1% Hepes
(Dutscher). All cells were maintained in an atmosphere with saturated humidity and containing

5% CO; at 37°C.



Plasmid construction

The constructs expressing wild-type NDP52, or mutated NDP52V22484la " or NDP52-
GFP or NDP52Va248Ala GFP were generated. NDP52 cDNA was cloned from T84 cells into the
pEGFP-C2 vector (Clontech) using the SuperFi II DNA polymerase (Invitrogen) and the
following primers:
NDP52korward-Ecorl: 5°-GGGCGAATTCTATGGAGGAGACCATCAAAG-3’;
NDP52reverse-Bamtr: 5’ -GTTGGATCCTCAGAGAGAGTGGCAGAACACG-3’.
The valine at position 248 was replaced by an alanine by changing a C for a T at the position
743 of NDP52 cDNA using the Site-Directed Mutagenesis Kit QuickChange II (Agilent) and
the following primers:
Forward: 5’-GAGAAAGAAATGGAGAAGCTTGCTCAGGGAGATCAAGATAAGAC-3’;
Reverse: 5’-GTCTTATCTTGATCTCCCTGAGCAAGCTTCTCCATTTCTTTCTC-3".
GFP was removed from the pEGFP-C2-NDP52 construct using the In-Fusion HD Cloning Kit
(Takara) and the following primers:
Forward: 5’-TCGCCACCATAACTGATCATAATCAGCCATACC-3’;
Reverse: 5’-CAGTTATGGTGGCGACCGGTAGCGC-3".

All the sequences were verified by DNA sequencing (Eurofins Genomics).

Transfection

All transfections were performed using Lipofectamine 3000 RNAimax (Invitrogen)
according to the manufacturer’s instructions. Briefly, T84 cells or NDP52 KO HeLa cells were
seeded in 24-well tissue culture plates. The following day, lipofectamine 3000 reagent was
diluted in Opti-MEM medium (Gibco), and nucleotide mix was prepared by mixing siRNAs
(Dharmacon ON-TARGETplus SMARTPool; final concentration: 50 nM) against NDP52 (#L-
010637-00-0005), Optineurin (#L-016269-00-0005), p62 (#L-010230-00-0005), NBR1 (#L-
010522-00-0005) or TAX1BP1 (#L-016892-00-0005) or 500 ng of plasmid in Opti-MEM
medium. Then, the lipofectamine 3000 reagent was added to the nucleotide mix and incubated
for 5 min at room temperature. The mixed solution was added to the cells and incubated at 37°C
in an atmosphere containing 5% CO.. After 6 h, the transfection medium was removed, cells

were washed once with PBS and incubated with antibiotic-free culture medium.

Invasion assay
Bacterial strains were cultured overnight in LB at 37°C without agitation. Bacterial

concentrations were estimated by measuring the optical density at 600 nm. Bacteria were re-
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suspended in a proper volume of fresh antibiotic-free culture medium to allow infection of host
cells at a MOI (multiplicity of infection) of 100. The number of intracellular bacteria was
determined using the gentamicin protection assay as we described previously (Nguyen et al.,
2014; Bretin et al., 2016). Briefly, cell monolayers were incubated with bacteria for 3 h, washed
for three times with PBS 1X and then incubated with antibiotic-free culture medium containing
100 pg/mL of gentamicin for the indicated time. To determine the number of intracellular
bacteria, cell monolayers were washed once with PBS and lysed with 1% Triton X-100
(Euromedex) in deionized water. Samples were serially diluted and plated onto LB agar plates

to determine the number of CFU (colony-forming unit) of the bacteria.

Immunofluorescence analysis

LC3-GFP-expressing HeLa cells were seeded on coverslips in 24-well tissue culture
plates 2 days before infection. Cells were infected with AIEC LF82-mCherry at a MOI of 10
and centrifugated at 160 g for 10 min to promote the contact between the bacteria and the cells.
The cells were then incubated with the bacteria for 3 h at 37°C in an atmosphere containing 5%
COz. Cells were then washed three times with PBS 1X and incubated with antibiotic-free
culture media containing 100 pg/mL of gentamicin for the indicated time. Then, cells were
fixed with 3.7% paraformaldhehyde (PFA) (Sigma) in PBS 1X at room temperature for 10 min,
and then permeabilized with 0.1% Triton X-100 in PBS 1X at room temperature for 10 min.
Cells were incubated with the saturation buffer (PBS 1X containing 5% FBS, 3% Bovine Serum
Albumin (BSA) and 0.025% Triton X-100) at room temperature for 1 h. Cells were then
incubated overnight at 4°C with a primary antibody diluted in the saturation buffer (rabbit anti-
NDP52 antibody, #ab68588, Abcam, dilution: 1/100) in a humid box. The following day, after
6 washes with PBS 1X, cells were incubated with the corresponding secondary antibody diluted
in the saturation buffer (anti-rabbit Cy5, #A 10523, Invitrogen, dilution: 1/400) in a humid box
for 45 min. Nuclei were stained with Hoescht. Coverslips were mounted with a Mowiol solution

(Interchim). Images were taken using Zeiss LSM 800 with Airyscan confocal microscope.

Flow cytometry

NDP52 KO HelLa cells were seeded in 6-well tissue culture plates. The following day,
cells were transfected with wild-type NDP52-GFP or NDP52Va248Al_ GEP constructs, or the
empty plasmid. Then, cells were infected with AIEC LF82-mCherry at a MOI of 10 for 3 h.
Cells were then washed three times with PBS 1X and incubated with antibiotic-free culture

media containing 100 pg/mL of gentamicin for 1 h. Cells were trypsinized, resuspended in fresh
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antibiotic-free culture media and centrifugated for 5 min at 130 g. The cells were finally
resuspended in PBS 1X containing 1% BSA and 2 mM EDTA. The flow cytometry analysis

was performed on Attune flow cytometer (Life Technologies) using the Attune NXT software.

Enzyme-linked immunosorbent assay

Cell culture supernatants were collected at different time points during invasion assay
(before infection and at 4 h, 10 h and 24 h post-infection). The amount of secreted IL-8 and IL-
6 levels were determined by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) according to the

manufacturer’s instructions (Duoset, R&D systems).

Immunoblotting analysis

Cells were washed with PBS 1X and lysed with RIPA buffer (20 mM Tris-HCI, 150
mM NaCl, 2 mM EDTA, 1% NP-40, pH 7.4) containing protease and phosphatase inhibitor
cocktail (Roche) and 20 mM Na-orthovanadate. Lysates were recovered in an eppendorf tube
and disrupted for 6 min at 4°C. Then, lysates were centrifuged at 14,000 g for 15 min at 4°C,
and the supernatants were used for immunoblotting. Protein concentrations were measured
using the DC protein assay kit (Bio-Rad). The samples were diluted with 4X Laemmli sample
buffer (277.8 mM Tris-HCI, pH 6.8, 44.4 % (v/v) glycerol, 4.4 % SDS, 0.02 % bromophenol
blue; Bio-Rad) containing -mercaptoethanol, followed by heating for 5 min at 95°C. Whole-
cell lysates were separated by acrylamide gel electrophoresis (10 pg of proteins per well), and
transferred to a nitrocellulose membrane (Amersham™ Protran™ supported 0.45 pm). The
membrane was then incubated with the blocking buffer (PBS 1X containing 0.1% Tween 20
and 5% BSA) for 1 h at room temperature. Then, the membrane was incubated with primary
antibodies (rabbit anti-NDP52 antibody, #ab68588, Abcam, dilution: 1/1000; anti-phospho-
IkB-a, #2859, Cell Signaling Technology, dilution: 1/1000; anti-B-actin rabbit antibody, #4970,
Cell Signaling Technology, dilution: 1/1000) diluted with the blocking buffer overnight at 4°C.
After washes, membranes were incubated with the appropriate HRP-conjugated secondary
antibodies (Cell Signaling Technology) in blocking buffer for 1 h at room temperature. After
washes, blots were detected using the Clarity Western ECL Substrate (Bio-Rad) and revealed
using the ChemiDOcTM XRS System (Bio-Rad).

Statistical analysis
Results are presented as means + SEM. Statistical analysis between 2 or several groups

were performed using the Student t test (Mann-Whitney if not parametric) or analysis of
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variance (ANOVA) followed by a post-test Bonferroni correction (Kruskal-Wallis if not
parametric), respectively, with GraphPad Prism version 9.4.0 software. A P value less than 0.05

was considered statistically significant. *P < 0.05; **P <0.01; ***P <0.001; ****P <0.0001.
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Results
p62 and NDPS52 are autophagic receptors involved in the control of AIEC LF82

intracellular replication.

Some autophagic receptors, such as Optineurin, NBR1, TAX1BP1, p62 and NDP52,
have been shown to participate in the elimination of invading bacteria (Lamark and Johansen,
2021). To investigate which autophagic receptor(s) are involved in the control of intracellular
AIEC LF82 by autophagy, the intestinal epithelial T84 cell line was transfected with siRNAs
against Optineurin, NBR1, TAX1BPI, p62 or NDP52. Among them, a significant increase in
the number of intracellular AIEC LF82 was observed in cells transfected with siRNAs against
p62 or NDP52, compared to cells transfected with vehicle or a siRNA control at 4, 10 and 24 h
post-infection (Figure 1A). In the cells transfected with siRNAs against TAX1BP1, Optineurin
or NBRI, no significant difference in the AIEC LF82 intracellular number was detected
compared to vehicle and siRNA control conditions (Figures 1A and 1B). Therefore, these
results suggest that p62 and NDP52 are involved in the control of the AIEC LF82 strain by
autophagy.

To confirm the involvement of p62 in autophagy-mediated control of AIEC intracellular
number, p62 KO and the control HeLa cells were infected with the AIEC LF82 strain. A
significant increase in the number of intracellular AIEC LF82 was observed in p62 KO HeLa
cells compared to control cells at 4, 10 et 24 h post-infection (Figure 2A). The same experiment
was performed using NDP52 KO HelLa cells and their corresponding control cells, and the same
results were obtained (Figure 2B). Indeed, the intracellular number of AIEC LF82 was
significantly higher in NDP52 KO HeLa cells compared to control cells (Figure 2B). Thus,
these results confirm the involvement of p62 and NDP52 in the control of AIEC LF82
intracellular number by autophagy.

Next, to further investigate the role of these two receptors in the recognition of other
clinical AIEC strains, p62 KO HeLa cells, NDP52 KO HeLa cells and their respective control
cells were infected with two other clinical AIEC strains (CEA501S and CEA614S) isolated
from the ileal mucosa of CD patients (CEALIVE cohort (Buisson et al., 2021)). The non-
pathogenic and non-invasive E. coli K12 C600 strain and the AIEC LF82 strain were also used.
In p62 KO HeLa cells, the intracellular number of the AIEC CEAS01S and CEA614S strains
was significantly higher compared to that in control cells at 4h post-infection (Figure 2C). This
was also observed for the AIEC LF82 strain but not the K12 C600 strain (Figure 2C). Similarly,
the intracellular number of the CEAS501S and CEA614S strains was significantly higher in
NDP52 KO HeLa cells compared to control cells at 4h post-infection (Figure 2D). This
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increase was also observed for the AIEC LF82 strain, but not the K12 C600 strain (Figure 2D).
Taken together, these results strongly demonstrate the role of p62 and NDP52 in controlling the

intracellular replication of clinical AIEC strains.

Direct colocalization between p62 or NDP52 with the AIEC LF82 strain and the
autophagic protein LC3.

It has been shown that autophagy receptors can bind the autophagic protein LC3 via
their LC3-binding domain and can also bind ubiquitin on the bacterial surface via their
ubiquitin-binding domain (Lamark and Johansen, 2021). To demonstrate that p62 and NDP52
act as autophagy receptors for AIEC, we performed the immunofluorescent staining to observe
a colocalization between NDP52 or p62 with AIEC LF82 bacteria and the autophagic protein
LC3. Figure 3A shows a direct colocalization between LF82-GFP bacteria, p62 (blue) and LC3
(red). We also observed a colocalization between LF82-mCherry, NDP52 (magenta) and LC3-
GFP (Figure 3B). Together, these results demonstrate that p62 and NDP52 are autophagy
receptors responsible for the recognition and targeting AIEC LF82 bacteria to LC3-positive

autophagosome.

NDPS52 and p62 are required to control AIEC LF82-induced inflammation.

It has been shown that AIEC LF82 bacteria are able to induce the production of pro-
inflammatory cytokines by host cells (Nguyen et al., 2014; Bretin et al., 2016). Thus, we sought
to analyze the role of NDP52 and p62 in the control of AIEC-induced pro-inflammatory
cytokine production. In p62 KO HeLa cells, a significant increase in the amount of secreted IL-
6 and IL-8 was detected at 4h, 10h and 24h post-LF82 infection compared to control cells
(Figures 4A and 4B). Similarly, the amount of secreted IL-6 and IL-8 was increased in NDP52
KO HelLa cells compared to control cells after 4h, 8h and 24h of LF82 infection (Figures 4C
and 4D). Together, these results showed that p62 and NDP52 are also required to limit AIEC

LF82-induced pro-inflammatory cytokine production.

The CD-associated NDP52"#244le yariant does not impact AIEC LF82 intracellular
replication in HeLa cells.

As the NDP52"42#34la nolymorphism has been associated with an increased
susceptibility to develop CD (Ellinghaus et al., 2013), we investigated its potential impact on
host response to AIEC infection. For this, NDP52 KO HeLa cells were transfected with a
construct that expresses the wild-type NDP52 or the mutated NDP52Va24841a protein. Western
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blot analysis showed that the level of NDP52 protein in these cells were similar (Figure SA).
A flow cytometry experiment was performed to investigate the impact of the mutated
NDP52Val248Ala protein on the control of host cells to AIEC LF82 infection. For this, NDP52
KO HelLa cells were transfected with the GFP plasmid expressing wild-type NDP52 or the
mutated NDP52V2248418 protein, and infected with the AIEC LF82-mCherry bacteria. Then, the
percentage of mCherry-positive cells (LF82-infected cells) among GFP-positive cells
(transfected cells) was determined by flow cytometry. This allowed to select only the
transfected cells, and to count the transfected cells that are infected with LF82-mCherry. Our
results showed that 67.3% of the cells expressing wild-type NDP52-GFP were infected, and
63% of the cells expressing NDP52Va24Al GEP were infected (Figure 5B). This result

suggested that expression of the mutated NDP52Val2484la

protein did not seem to impact the
percentage of LF82-infected cells. Furthermore, fluorescent microscopy analysis showed that
the mutated NDP52Va248Ala_GFP protein was able to bind to the LF82-mCherry bacteria and the
autophagic protein LC3 (magenta) as the wild-type NDP52 did (Figure 5C). Finally, we
investigated the impact of the NDP52"424841a yariant on AIEC LF82 intracellular replication by
gentamicin protection assay. No significant difference in the AIEC LF82 intracellular number
at 4, 10 and 24 h post-infection was observed between Hela cells expressing the wild-type
NDP52 and the mutated NDP52Val2484l8 protein (Figure SD). Together, these results suggested
that in HeLa cells, the CD-associated NDP52"42#41a nolymorphism has no impact on AIEC

recognition and targeting to autophagy, thus does not influence the control of AIEC intracellular

replication.

The CD-associated NDP52"#?#44le yariant does not impact AIEC-induced NF-xB
activation and pro-inflammatory production in HeLa cells.

To further examine the impact of the CD-associated NDP352"#?484l¢ nolymorphism on
the control of AIEC LF82-induced inflammation, NDP52 KO HeLa cells were transfected with
the construct expressing the wild-type NDP52 or the mutated NDP52V2248Ala protein, and
infected with the AIEC LF82 strain. No significant difference was observed in the amount of
IL-6 and IL-8 cytokines secreted by HeLa cells expressing the wild-type NDP52 and those

2Va1248Ala

expressing the NDP5 protein (Figures 6A and 6B). Furthermore, Western blot

analysis showed a similar level of phospho-IkB in cells expressing the mutated NDP52 Val2484la

protein compared to those expressing the wild-type NDP52 under both uninfected and LF82-
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infected conditions (Figure 6C). These results suggested that the CD-associated NDP52"/2454la

polymorphism has no impact on AIEC-induced inflammation in HeLa cells.
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Discussion & Conclusion

Xenophagy is an important mechanism of selective autophagy allowing the degradation
of intracellular pathogens. This specific elimination is ensured by autophagic receptors which
act as a bridge between the cargo to be degraded and the LC3 molecules on autophagosome
(Lamark and Johansen, 2021). Our group has shown that xenophagy is a key mechanism of host
cells to eliminate intracellular AIEC bacteria, which have been emerged as an important player
in the etiopathogenesis of CD (Larabi et al., 2020a). However, the receptor(s) that recognize
AIEC and targeting the bacteria to autophagy have not been elucidated.

In this study, we demonstrated that NDP52 and p62 act as autophagy receptors for AIEC
in intestinal epithelial cells, therefore limiting AIEC intracellular replication. Indeed, we
showed that NDP52 and p62 receptors directly colocalized with intracellular AIEC LF82
bacteria and with LC3, a key protein for autophagosome formation (Klionsky et al., 2021).
Furthermore, the depletion of NDP52 or p62 in intestinal epithelial cells led to an increase in
the intracellular number of AIEC LF82 as well as other clinical AIEC strains. In line with our
results, it has been shown that these two autophagic receptors are involved in the recognition
of other intracellular bacteria, such as Listeria monocytogenes (Mostowy et al., 2011), Shigella
flexneri (Mostowy et al., 2011) and Salmonella enterica serovar Typhimurium (Thurston et al.,
2009; Zheng et al., 2009). It has been highlighted that the same autophagy receptor can target
different bacteria into different autophagosomes (Sharma et al., 2018). For example, Mostowy
and co-workers showed that NDP52 and p62 target Shigella flexneri to autophagosomes in an
actin-septin dependent manner, whereas they target Listeria monocytogenes to autophagosome
via an autophagy pathway independently of septin or actin (Mostowy et al., 2011). Additionally,
it has been shown that NDP52 and p62 can bind to distinct micro-domains of bacteria (Cemma
et al., 2011). These studies reinforce the fact that different pathogens can induce different
pathways of selective autophagy (Sharma et al., 2018), and thus the elucidation of autophagy
receptors for each pathogen is of importance and needs to be further investigated.

As we have previously shown that AIEC can induce the production of pro-inflammatory
cytokines by host intestinal epithelial cells (Nguyen et al., 2014; Bretin et al., 2016), we further
investigated the role of NDP52 and p62 in controlling AIEC-induced inflammation. Our results
highlighted that the depletion of NDP52 or p62 resulted in enhanced IL-6 and IL-8 secretion
by intestinal epithelial cells upon AIEC infection. This indicates that NDP52 and p62 are
required to control AIEC-induced inflammation.

Interestingly, a whole exome sequencing study identified an association between

increased susceptibility to develop CD susceptibility and a common missense variant,
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Val248Ala (SNP rs2303015), which leads to the replacement of valine by alanine at the position
248 (Ellinghaus et al., 2013). However, the exact implication of the NDP52"%/2#84la rigk variant
in CD etiopathogenesis remained a mystery. We hypothesized that this risk variant could lead
to a defect in the control of AIEC intracellular replication, leading to AIEC abnormal replication
and enhanced AIEC-induced inflammation, and this could be a potential mechanism by which
the NDP52"424841a yariant may contribute to CD etiopathogenesis. Our results showed that the
NDP52"2#84la rigk variant does not appear to impact the control of AIEC LF82 by autophagy
as the mutated NDP52V#248Ala protein still colocalized with LFS2 bacteria and LC3 as did the
wild-type NDP52 protein. Furthermore, in HeLa cells, under our experimental conditions,

2Val248Ala

expression of the mutated NDP5 protein did not influence neither the replication of

LF82 bacteria nor the LF82-induced NF-kB activation and pro-inflammatory cytokine

production. These results suggest that the NDP52V@/2454l

variant may be implicated in CD
etiopathogenesis via another mechanism, such as regulation of inflammation, rather than via
impacting the autophagy-mediated control of AIEC colonization.

Indeed, the protein NDP52 has been shown to be able to reduce inflammation via down-
regulating the NF-kB signaling (Inomata et al., 2012; Ellinghaus et al., 2013). Ellinghaus and
colleagues reported that while the wild-type NDP52 was able to decrease NF-kB activation in
response to the TLR agonist poly(I:C) in HeLa cells, the CD-associated NDP52Val248Ala protein
failed to do this (Ellinghaus et al., 2013). The authors thus proposed that under physiological
state, wild-type NDP52 could selectively degrade TLR adaptors or other PAMP (Pathogen-
associated molecular pattern) receptors, inhibiting activation of the pro-inflammatory NF-xB
signaling pathway. However, in pathological state, such as in CD, the NDP52"42434la rigk
variant may fail to recognize polyubiquitinated TLR adaptors, inducing adaptor stabilization
and consequently high NF-«xB activity, thereby causing aggravated inflammation as observed
in CD patients (Ellinghaus et al., 2013). The discrepancy between this work and our results
could be explained by the fact that, contrary to Ellinghaus and co-authors who used poly(I:C)
to induce the NF-kB pathway, we used an AIEC infection model. In our AIEC-infected HeLa
cell model, the impact of wild-type NDP52 and mutated NDP52V22484l nrotein on
inflammation are similar. But we could imagine that in specific pathological condition, the
charge of AIEC could be different compared to our experimental condition, and under these
conditions, NF-kB activation might be much increased, and cannot be down-regulated by the
mutated NDP52V224841 protein, The implication of the NDP52"424341a yigk variant in CD

etiopathogenesis thus need to be further investigated using different models of experimentation.
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In conclusion, our results demonstrated that NDP52 and p62 are autophagy receptors
responsible for the targeting of AIEC to autophagy pathway, thus controlling AIEC intracellular

replication and AIEC-induced inflammation.
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Contribution to the field statement:

Crohn's disease (CD) is a chronic inflammatory disease of the gastrointestinal trac. To date,
there is no medical cure for CD, and the current therapies are limited to symptomatic treatments
and recurrence prevention. It has been shown that the ileal mucosa of CD patients is abnormally
colonized with adherent-invasive E. coli (AIEC), which play an important role in the
etiopathogenesis of CD. We previously showed that autophagy, a cellular degradative process,
is necessary to eliminate invasive AIEC. In the current study, we identified the autophagy

receptor(s) responsible to recognize AIEC and target them to autophagy for degradation. Our
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results advance our knowledge on the molecular mechanism underlying the interaction between
AIEC and host cells. In the future, this could contribute to the development of strategies

targeting AIEC, thus limiting AIEC-induced intestinal inflammation.
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Figures legends

Figure 1: NDPS2 and p62 are implicated in the control of AIEC LF82 intracellular
replication in T84 cells.

T84 cells were transfected with 50 nM of control siRNA or siRNA against NDP52, p62 or
Optineurin (A) or TAX1BP1, NBRI1, or Optineurin (B). 48 h after transfection, the cells were
infected with AIEC LF82 strain at a MOI of 10 for 3 h. The cells were then wash and incubated
with the infection media containing 100 pg/ml gentamicin for 1, 7 or 21 h, which corresponded
to 4, 10 or 24 h post-infection on the graph respectively. The cells were washed, lysed and
plated on LB agar plate to determine the colony-forming units of LF82. Results are presented
as means = SEM from at least 4 independent experiments. Statistical analyses were performed
using one-way Anova test followed by a post-test Bonferroni correction. *P <0.05; **P <0.01;

kP <0.001; ****€P <0.0001.

Figure 2: Depletion of NDP52 and p62 leads to enhanced intracellular number of clinical
AIEC strains in T84 cells.

P62 KO HeLa (A, C) or NDP52 KO HeLa (B, D) cells and their corresponding control cells
were infected with the AIEC LF82 strain (A, B) or the K12 C600 strain or different clinical
AIEC strains LF82, CEA501S, CEA614S (C, D) at a MOI of 10 for 3 h. The cells were then
wash and incubated with the infection media containing 100 pg/ml gentamicin for 1, 7 or 21 h
(A, B)or 1 h (C, D). The cells were washed, lysed and plated on LB agar plate to determine the
bacterial colony-forming units. Results are presented as means + SEM from 3 independent
experiments. Statistical analyses were performed using one-way Anova test followed by a post-

test Bonferroni correction. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P <0.001; ****P <0.0001.

Figure 3: NDP52 and p62 directly colocalize with AIEC LF82 bacteria and the autophagic
LC3 protein in HeLa cells.

(A) HeLa cells were infected with AIEC LF82-GFP at a MOI of 100 for 3 h, washed and
incubated with 100 pg/ml gentamicin for 3 h. Immunofluorescent labeling to detect p62 (blue)
and LC3 (red) was performed. (B) HeLa-LC3-GFP cells were infected with AIEC LF82-
mCherry at a MOI of 100 for 3 h, washed and incubated with 100 pg/ml gentamicin for 3 h.
Immunofluorescent labeling to detect NDP52 (magenta) was performed. Observation was

performed on a Zeiss LSM 800 Airyscan confocal microscope. Bars: 2 um.
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Figure 4: Depletion of NDP52 and p62 leads to increased AIEC LF82-induced pro-
inflammatory cytokine production in HeLa cells.

p62 KO (A, B) or NDP52 KO (C, D) HeLa cells and their corresponding control cells were
infected with AIEC LF82 strain at a MOI of 10 for 3 h, The cells were then wash and incubated
with the infection media containing 100 pg/ml gentamicin for 1, 7 or 21 h, which corresponded
to 4, 10 or 24 h post-infection on the graphs respectively. Cell culture supernatants were
collected at 4, 10 and 24 h post-infection, and the amount of secreted IL-6 (A, C) and IL-8 (B,
D) were analyzed by ELISA. Results are presented as means + SEM from 3 independent
experiments. Statistical analyses were performed using one-way Anova test followed by a post-

test Bonferroni correction. *P < 0.05; **P <0.01; ***P <0.001; ****P <0.0001.

Figure 5: The CD-associated NDP52V*2434la variant does not impact AIEC LF82
intracellular replication in HeLa cells.

(A) Western blot analysis for NDP52 expression in NDP52 KO HeLa cells transfected with
different quantities (250, 500, 750 or 1000 ng/well) of a construct that expresses wild-type
NDP52 or the mutated NDP52 V24841 o the empty plasmid or with different volumes of vehicle
(corresponding to the volumes of plasmid added). HelLa cells from ATCC and the
corresponding control cells of NDP52 KO cells were used in parallel. (B, C) NDP52 KO HeLa
cells expressing NDP52-GFP or NDP52V2248A GFP were infected with AIEC LF82-mCherry
at a MOI of 100 for 3 h. The cells were then washed and incubated with the infection media
containing 100 pg/ml gentamicin for 3 h. (B) The percentage of mCherry-positive cells (LF82-
infected cells) among GFP-positive cells (transfected cells) was determined by flow cytometry.
(C) Immunofluorescent labeling to detect LC3 (magenta) was performed. Observation was
performed on a Zeiss LSM 800 Airyscan confocal microscope. Bars: 2 um. (D) NDP52 KO
HeLa cells transfected with the construct expressing wild-type NDP52 or NDP52Val248Ala
protein were infected with AIEC LF82 at a MOI of 100 for 3 h. The cells were then washed and
incubated with the infection media containing 100 pg/ml gentamicin for 1, 7 or 21 h, which
corresponded to 4, 10 or 24 h post-infection on the graphs, respectively. The cells were washed,
lysed and plated on LB agar plates to determine the bacterial colony-forming units (CFUs).

Results are presented as medians of values from 3 independent experiments.
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Figure 6: The CD-associated NDP52V4244la yariant does not impact AIEC LF82-induced
NF-xB activation and pro-inflammatory production in HeLa cells.

NDP52 KO HeLa cells were transfected with a construct that expresses wild-type NDP52 or
the mutated NDP52 V22484l (A_C) or the empty plasmid (C), and were infected with AIEC LF82
at a MOI of 100 for 3 h. The cells were then washed and incubated with the infection media
containing 100 pg/ml gentamicin for 1, 7 or 21 h (which corresponded to 4, 10 or 24 h post-
infection on the graphs respectively) (A, B) or 3 h (C). (A, B) Cell culture supernatants were
collected at 4, 10 and 24 h post-infection, and the amounts of secreted IL-6 and IL-8 were
analyzed by ELISA. Results are presented as means + SEM from 3 independent experiments.

(C) Western blot analysis for phospho-IkB levels.
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Travail expérimental

IV.3 Identification des facteurs de virulence nécessaires aux bactéries AIEC

pour échapper a I’autophagie

Bien que la plupart des bactéries intracellulaires soient éliminées par 1’autophagie, certaines d’entre elles
développent diverses stratégies pour contourner le processus autophagique. Concernant les AIEC, il a été mon-
tré que ces bactéries sont capables de réguler les niveaux des miARN-130a et -30c des cellules hotes (Nguyen
et al., 2014), ou d’altérer la SUMOylation de 1’hdte (Dalmasso et al., 2019) afin d’inhiber 1’autophagie. Tou-
tefois, jusqu’a présent, les facteurs de virulence des AIEC impliqués dans I’échappement a 1’autophagie n’ont
pas encore été mis en évidence. Ainsi, ’objectif de cette étude était d’identifier les genes nécessaires aux bac-
téries AIEC pour échapper a I’autophagie, en utilisant une approche sans a priori de Tn-Seq (transposon

sequencing).

Pour cela, une banque de mutants d’insertion de la souche AIEC LF82 a été créée de manilre « saturée »,
c’est-a-dire que chacun des genes du génome bactérien a été interrompu par au moins un transposon, conduisant
a son invalidation (Yamaichi and Dérr, 2017). Cette banque de mutants, appelée « input », a été utilisée pour
infecter des cellules HeLa contrdles et des cellules déficientes pour I’autophagie. A 24h post-infection, I’ ADN

des mutants a été extrait et les sites d’insertion du transposon ont été déterminés par séquengage.

Les données de séquencage ont permis d’identifier 3 735 geénes présents dans la souche AIEC LF82. Deux
clusters ont été définis selon le nombre de « reads » obtenus pour chaque géne inséré par un transposon. Dans
le cluster 1 (2 935 genes), la plupart des genes sont sur-représentés ou légerement sur-représentés dans les
cellules HeLa controles, comparé a « I'input ». Au contraire, dans le cluster 2 (800 genes), les genes sont sous-
représentés dans les cellules HeLLa contrdles par rapport a « I’input », suggérant que ces mutants présentent un
défaut d’adhésion et/ou d’invasion des cellules HeLa et donc, que ces genes seraient potentiellement impliqués
dans ces deux processus. Nous avons réalisé une analyse « STRING » qui permet de mettre en évidence des
relations connues entre les protéines et de réaliser des analyses « gene ontology » pour identifier des voies
enrichies. L’analyse « STRING » réalisée sur les 800 genes du cluster 2, a révélé que certains d’entre eux
ont déja été identifiés pour €tre impliqués dans les processus d’adhésion et/ou d’invasion, comme les genes
impliqués dans la mise en place du systeme flagellaire, ou les génes de I’opéron Fim impliqués dans la synthese
des pili de type 1. Ces résultats démontrent la robustesse de la technique, et I’analyse plus fine des autres mutants
invalidés dans des genes d’intérét nous permettra, a I’avenir, d’identifier de nouveaux geénes potentiellement

impliqués dans 1’adhésion et/ou I'invasion de la souche AIEC LF82 dans les cellules épithéliales.

Ensuite, une augmentation significative du nombre de mutants intracellulaires a été observée dans les
cellules HeLa déficientes pour I’autophagie a 6, 12 et 24h post-infection, comparativement aux cellules HeLa
controles, montrant le réle primordial de 1’autophagie dans 1’élimination des bactéries. Parmi les 3 735 génes de

la souche AIEC LF82, les mutants invalidés dans 68 d’entre eux sont significativement sous-représentés (clus-
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Travail expérimental

ter 1 avec 29 genes) ou sur-représentés (cluster 2 avec 39 genes) dans les cellules déficientes pour I’autophagie
par rapport aux cellules contrdles. Ainsi, les genes du cluster 2 sont les genes potentiellement nécessaires aux
AIEC pour échapper a I’autophagie. D’apres la littérature, bien que la fonction de certains de ces 68 genes ne
soit pas clairement identifiée, aucun d’eux n’a une fonction connue dans 1’autophagie, suggérant un nouveau

role pour certains de ces genes dans 1’autophagie.

Enfin, nous avons analysé plus en détail ces 68 genes afin de déterminer s’ils appartiennent au core génome
des E. coli. Cette analyse a permis d’identifier 22 génes absents dans le core génome et présents dans le génome
de la souche AIEC LF82. 1l sera désormais nécessaire de déterminer si ces 22 génes sont également présents
dans le génome des autres souches AIEC disponibles au laboratoire, afin de définir si certains d’entre eux
pourraient €tre utilisés comme un marqueur moléculaire caractéristique des AIEC. L’identification plus précise
de ces genes pourrait étre un premier axe de recherche pour cibler spécifiquement les genes présents dans la

souche AIEC LF82 pour échapper a I’autophagie.

Par conséquent, la suite de ce projet consistera a créer des mutants isogéniques invalidés pour les génes
identifiés et d’étudier leur interaction avec I’autophagie dans les cellules hotes. Ce travail a permis de déve-
lopper la technique Tn-Seq dans une souche AIEC et de confirmer que cette technique peut étre utilisée pour
identifier les genes impliqués dans I’adhésion et/ou I’invasion ou dans I’échappement a 1’autophagie. Ainsi,

cette étude permettrait, a I’avenir, d’identifier de nouvelles cibles pour limiter la virulence des AIEC.

Ces travaux sont présentés ici sous forme d’un article scientifique, qui sera soumis apres une caractérisation

phénotypique des genes identifiés par la technique Tn-Seq.
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Abstract

Crohn’s disease (CD) is a chronic inflammatory bowel disease, of which the etiology
involves genetic, environmental and microbial factors. Adherent-invasive Escherichia coli
(AIEC) and polymorphisms in autophagy-related genes (ATG16L1, IRGM, ULKI, etc.) have
been identified as risk factor for CD. Autophagy is a key process for the maintenance of cellular
homeostasis, which allows the degradation of damaged cytoplasmic components and pathogens
via lysosome. Some intracellular pathogens develop various strategies to escape autophagy
degradation, or even to hijack this mechanism for their own replication. Although upon AIEC
infection, autophagy is induced in host cells to eliminate the bacteria, some AIEC are still able
to replicate intracellularly. Here, we investigated the virulence factors necessary for AIEC to
escape from autophagy control using the Transposon Sequencing (Tn-Seq) technique. For that,
a mutant library of the AIEC LF82 strain was created so that each gene of the LF82 genome
was inserted by at least one transposon, leading to gene invalidation. This mutant library was
used to infect control and autophagy-deficient HeLa cells. At 24 hours post-infection, the
intracellular bacterial DNA was extracted and sequenced, allowing the identification of 68
genes differentially represented between the two conditions. We propose that the mutants found
with increased amount in autophagy-deficient cells versus control cells are degraded by a
functional autophagy in control HeLa cells. In other words, the mutants found with increased
amount in autophagy-deficient cells are invalidated in the genes which are required for them to
escape from autophagy. Thus, the mutated genes over-represented in autophagy-deficient HeLa
cells compared to control cells are the potential genes necessary for AIEC to escape from
autophagy. Further investigations are necessary to confirm the physiological role of the
identified genes. In conclusion, this study allowed the identification of potential genes
necessary for AIEC to escape from autophagy control of host cells, thus advancing our

knowledge on AIEC-host interaction.

Keywords: Crohn’s disease, adherent-invasive E. coli (AIEC), autophagy, Tn-Seq.



Introduction

Crohn’s disease (CD) is an inflammatory bowel disease (IBD) characterized by chronic
inflammation of any part of the gastrointestinal tract (Roda et al., 2020). Evidence has shown
that CD resulted from a complex interplay between environmental factors and genetic
susceptibility, leading to dysregulated immune responses against the intestinal microbiota
(Carriere et al., 2014). To date, no curative treatment is available for CD patients, and only
symptomatic treatments are proposed to limit the intensity and the frequency of the
inflammatory flare (Roda et al., 2020; Torres et al., 2017). This indicates a need to fully
elucidate the underlying causes of the disease.

Intestinal dysbiosis with altered composition and diversity of the microbiota has been
consistently described in patients with IBD (Caparros et al., 2021). It has been shown that the
intestinal mucosa of CD patients is abnormally colonized by adherent-invasive Escherichia coli
(AIEC) pathobionts (Baumgart et al., 2007; Darfeuille-Michaud et al., 1998, 2004; Martinez-
Medina et al., 2009; O’Brien et al., 2017; Raso et al., 2011). AIEC bacteria are characterized
by their abilities to adhere to and to invade intestinal epithelial cells, to survive and replicate
within macrophages without inducing cell death, and to induce the release of pro-inflammatory
cytokines (Boudeau et al., 1999; Darfeuille-Michaud et al., 1998, 2004; Glasser et al., 2001).
Furthermore, our group has shown that the replication ability of AIEC is increased in
macrophages from CD patients compared to healthy individuals (Vazeille et al., 2015), and that
the defect in AIEC clearance of CD patients-derived macrophages is linked to the
polymorphisms in autophagy-related genes, including /RGM (immunity-related GTPase family
M) and ULK-1 (unc-51 like autophagy activating kinase 1) ( Buisson et al., 2019). Our recent
study showed that AIEC presence within the neoterminal ileum at 6 months after surgery was
associated with higher rate of early ileal lesions, suggesting that AIEC could be involved in the
early stages of CD development (Buisson et al., 2023). Furthermore, the presence of AIEC
within the surgical specimen is predictive of endoscopic post-operative recurrence at 6 months
(Buisson et al., 2023). This study strongly demonstrates the clinical relevance of AIEC
implication in the etiopathogenesis of CD.

Autophagy is a tightly regulated and conserved catabolic process by which the cell
degrades cytoplasmic components, such as misfolded proteins, damaged organelles or invasive
pathogens, via lysosome (Klionsky et al., 2021). Autophagy is initiated by the formation of the
isolated double-membrane phagophore, which elongates and matures to form an
autophagosome. Autophagosome then fuses with lysosome, leading to the degradation of its

content (Klionsky et al., 2021). Our group has shown that upon AIEC infection, autophagy is
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induced in host cells, and a functional autophagy is necessary to limit the intracellular
replication of AIEC (Bretin et al., 2016; Dalmasso et al., 2021; Lapaquette et al., 2010, 2012;
Nguyen et al., 2014). We also showed that while host cells induce a functional autophagy to
eliminate AIEC, AIEC can subvert autophagy by upregulating the levels of microRNAs 130a
and 30c of host cells (Nguyen et al., 2014) or by impairing host SUMOylation, a eukaryotic
reversible post-translational modification, in which SUMO, a ubiquitin-like polypeptide, is
covalently linked to target proteins (Dalmasso et al., 2019). This consequently leads to
abnormal AIEC intracellular replication and enhanced AIEC-induced inflammation (Dalmasso
et al., 2019; Nguyen et al., 2014). Furthermore, upon AIEC infection, host cells secrete
exosomes (Carriere et al., 2016), extracellular vesicles of 30-150 nm, that can transfer miR-30c
and miR-130a from cell-to-cell to inhibit autophagy, favoring AIEC intracellular replication
(Larabi et al., 2020). Importantly, we and others have shown that the CD-associated SNPs in
autophagy-related genes, including A7G16L1 (autophagy-related gene 16 like 1), JRGM and
NOD?2 (nucleotide oligomerization domain 2), lead to impaired autophagy, resulting in
abnormal AIEC intracellular replication and increased secretion of pro-inflammatory cytokines
(Brest et al., 2011; Lapaquette et al., 2010, 2012).

Although the intracellular bacteria free in the cytosol of the infected cell or present
within a vacuole with damaged membrane are targeted for elimination by autophagy, some of
them have developed various strategies to subvert autophagy for their advantage by secreting
virulence factors (Hu et al., 2020). We hypothesized that AIEC possess the virulence factors
that allow them to escape from autophagy control of host cells. To identify the genes coding
these potential virulence factors, we used the Tn-Seq (transposon sequencing) technique, also
known as TIS (transposon insertion sequencing), which is a sequencing technique enabling the
identification of essential genes in given growth conditions, after inserting a transposon into
each gene of the micro-organism studied (Yamaichi & Ddrr, 2017). Conducting a Tn-Seq
experiment involves the following steps: (1) mutant library generation, (i1) genomic DNA
extraction and preparation, (iii) adapter ligation and PCR to enrich transposon-containing
fragments, (iv) sequencing, and (v) data analysis. To ensure sufficient statistical power for data
analysis, the mutant library (step 1) should be saturated, i.e., each potential insertion site should

be inserted at least once with a transposon (Yamaichi & Dorr, 2017).



Materials & Methods

Cell lines and culture conditions

The ATG16L1 knock-out (KO) HeLa cells (ATGI16L1 expression was depleted using
CRISPR/Cas9 system) and their corresponding control HeLa cells (ATG16L1 KO HeLa cells
expressing wild type ATG16L1) (Begun et al., 2015) were kindly provided by Professor Xavier
Ramnik (Harvard Medical School, Boston, MA, USA). The cells were cultured in Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM) with L-glutamine (Gibco) supplemented with 10% fetal
bovine serum (FBS) (Dutscher) and 1% antibiotic/antimycotic solution (Penicillin
G/Streptomycin/Amphotericin B) (Cytiva). Cells were maintained in an atmosphere with

saturated humidity and containing 5% CO; at 37°C.

Transposon Sequencing (Tn-Seq) technique

1. Materials & strains

The E. coli MFDpir (Mu-free donor strain) harboring pSC189 Himar 1 Mariner
transposon vector was used to deliver Transposon (Tn) by conjugation (Yamaichi & Dérr,
2017). The recipient strain was the AIEC reference strain LF82 isolated from a chronic ileal

lesion of a CD patient (Darfeuille-Michaud et al., 1998).

2. Library construction

The Tn-Seq mutant library was generated as previously described (Yamaichi & Dorr,
2017) except for some modifications. The Himar 1 mariner transposon was employed to insert
into the TA dinucleotide sites (Chiang & Rubin, 2002). The mutant library was generated in the
AIEC LF82 genome which contains approximately 300,000 TA sites. This was achieved by
screening 1,000,000 colonies after the mutagenesis, which allowed 2-3 times greater genome
coverage at transposon insertion sites to ensure the saturation. Briefly, the MFDpir donor strain
(in LB broth containing 100 pg/mL of ampicillin, 50 pg/mL of kanamycin and 0.3 mM of DAP
(diaminopimelic acid)) and the AIEC LF82 recipient strain (in LB broth containing 100 pg/mL
of ampicillin and 50 pg/mL of erythromycin) were grown for 48 hours and overnight
respectively, at 37°C without agitation. LB agar plates containing DAP but without antibiotics
were prepared, and a 0.45 um cellulose hydrophile filter membrane was placed on top of the
plate. For each reaction, 500 pL of the donor and recipient strain culture were centrifuged for 5
min at 4,000 rpm. The supernatants were removed, the pellets were resuspended in 500 pL of
LB broth, and then, both strains were mixed together and centrifuged. The pellet was

resuspended in 30 pL of LB broth, and the cell suspension was placed onto the filter membrane



prepared above. Then, the plate was incubated for 2 hours at 37°C. After incubation, the filter
was moved to a 50 mL tube by forceps, and the cells were resuspended from the filter in 4 mL
of LB broth by pipetting up and down and vortexing. Thereafter, the cell suspension was diluted
with LB broth, and 100 uL of this solution was spread onto LB agar plates containing
kanamycin. All plates were incubated overnight at 37°C. The following day, colonies were
enumerated to obtain more than 200,000 colonies. 5 mL of LB broth were added to each plate,
and the colonies were scraped with a spreader, and collected into a 50 mL tube. Finally, the
collected library was vortexed to disperse clumps and evenly mix the mutants. Each library was
stored in cryotubes with 20% glycerol at -20°C. Whenever needed, the content of each cryotube
was put in 200 mL of LB broth containing kanamycin in an Erlenmeyer flask and incubated

overnight at 37°C without agitation.

3. Infection of cells with the mutant library

Bacterial concentration of the library was estimated by measuring the optical density at
600 nm. Bacteria were resuspended in a proper volume of antibiotic-free culture medium to
allow infection of host cells at a MOI (multiplicity of infection) of 100. ATG/6LI1 KO and
control HeLa cells were incubated with the bacteria for 3 hours, washed three times with PBS
1X and then incubated with culture medium containing 100 pg/mL of gentamicin for 21 hours.
The following day, the cells were washed once with PBS and lysed with 1% Triton X-100
(Euromedex) in deionized water. Samples were collected, diluted, and plated onto LB agar
plates to determine the number of mutants which survived inside the cells. For optimal
sequencing, 10° mutants were required. The samples were centrifuged for 5 min at 6,000 g, and

the pellet was store at -20°C for DNA extraction.

4. Genomic DNA extraction

Genomic DNA (gDNA) was extracted using the PureLink Genomic DNA mini kit
(K18202, ThermoFisher), eluted in milliQ water, and gDNA concentration was determined with
the Nanodrop. For the sequencing, 1 ug of sample at a minimal concentration of 50 ng/pL was

used.

5. Sequencing
All steps for sequencing were performed by Helixio, Clermont-Ferrand, France. Briefly,
samples gDNA concentration was determined with the Qubit 2.0 fluorometer using the dsSDNA
BR assay kit (ThermoFisher Scientific). 3 samples of ATG16L1 KO HeLa cells, 3 samples of
control cells and one sample of the input (mutant library used for cell infection) were used. The
libraries were prepared using the NEBNext® Ultra™ II FS DNA Library Prep Kit for Illumina®
6



from 200 ng of gDNA.. Different molecular biology steps were performed: gDNA shearing, end
repair, A-tailing, adapter ligation, amplification of Tn-associated gDNA, second PCR to add
barcodes and Illumina attachment and size selection. Sequencing was performed with the «
NextSeq 500 » system (Illumina) and « two-channel SBS » technology. Sequenced reads were
aligned against the genome of AIEC LF82 strain using the bwa software (http://bio-
bwa.surceforge.net/). Read counts, representing the transposon insertion sites, were quantified
over genes using the SeqMonk RNA-seq quantitation pipeline
(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/seqmonk/). ~ Statistical analysis was

performed using the DeSeq?2.

Invasion assay

The Tn-Seq mutant library was cultured overnight in 200 mL of LB broth containing 50
pg/mL of kanamycin at 37°C without agitation. Bacterial concentration was estimated by
measuring the optical density at 600 nm. Bacteria were resuspended in a proper volume of
antibiotic-free culture medium and used to infect host cells at a MOI (multiplicity of infection)
of 100. The number of intracellular mutants was determined using the gentamicin protection
assay as we described previously (Nguyen et al., 2014; Bretin et al., 2016). Briefly, cell
monolayers were incubated with bacteria for 3 hours, washed three times with PBS 1X and then
incubated with antibiotic-free culture medium containing 100 pg/mL of gentamicin for 3, 9 or
21 hours. To determine the number of intracellular mutants, cell monolayers were washed once
with PBS and lysed with 1% Triton X-100 (Euromedex) in deionized water. Samples were
serially diluted and plated onto LB agar plates containing Km to determine the number of CFU

(colony-forming unit) of the mutants.



Results

In this study, we performed an unbiased Tn-Seq experiment to identify the genes
necessary for AIEC LF82 bacteria to escape from autophagy-mediated degradation. This
technique requires the creation of a representative mutant library in the AIEC LF82 reference

strain, called « input », and used to infect ATG16L1 KO and control HeLa cells.

Identification of AIEC LF82 genes involved in adhesion and invasion processes.

Tn-seq data are represented as a heatmap of the 3,735 genes of the AIEC LF82 strain
with transposon insertion (Figure 1A). The heatmap shows the relative quantity of each
insertion mutants in the input (n = 1) and in infected control HeLa cells (n = 3). Each line
represents one gene of the AIEC LF82 strain and the color indicates the relative number of
insertion mutants quantified in each condition. Two clusters can be defined according to the
read number obtained for each gene. In the cluster 1 (2,935 genes), most of the inserted genes
are over-represented or slightly over-represented in control HeLa cells compared to the input.
In the cluster 2 (800 genes), inserted genes are under-represented in control HeLa cells
compared to input, suggesting that these mutants were impaired in their ability to adhere to and

to invade HeLa cells.

Furthermore, we performed a “STRING” analysis which allows to reveal known
relationships between proteins and to perform gene ontology analysis to identify enriched
pathways. “STRING” analysis performed on the 800 genes of the cluster 2 revealed that some
of them were already identified, such as the genes involved in flagellar assembly and adhesion
process, particularly genes belonging to fim operon (Figure 1B) (Barnich et al., 2003; Boudeau
et al., 2001; Elhenawy et al., 2019; Sevrin et al., 2020). Indeed, our group has shown that fim
operon/fimH (type 1 fimbrial adhesion) are the genes of AIEC involved in adhesion and
invasion of intestinal epithelial cells (Barnich et al., 2003, 2007; Barnich & Darfeuille-Michaud,
2010). Consistent with these findings, a recent study observed that the genes belonging to the
fim operon (fimC precursor, fimD precursor, fimF, and fimH) were over-expressed in AIEC
compared to non-AIEC strains in the supernatant of infected I-407 intestinal epithelial cells
(Bonet-Rossinyol et al., 2023). All these observations allowed to technically validate our Tn-
Seq experiment. Therefore, the identification of this cluster would enable us, in the future, to
identify new genes potentially involved in the adhesion and invasion processes of the AIEC

LF82 strain in epithelial cells.



Identification of AIEC LF82 genes involved in autophagy escape.

First, to validate the effect of autophagy deficiency on the number of mutants in
ATG16L1 KO cells, these cells and the control HeLa cells were infected with the mutant library,
and the gentamycin protection assay was performed. A significant increase in the number of
intracellular mutants was observed in ATG16L1 KO cells compared to control cells at 6, 12 and
24 hours post-infection (Figure 2A). Therefore, these results showed the essential role of

autophagy in the control of mutants’ intracellular replication.

Among the 3,735 genes of the AIEC LF82 bacteria, 68 of them were significantly over-
or under-represented between ATGI6LI KO and control HeLa cells. Tn-seq data are
represented as a heatmap (Figure 2B) and MA-plot (Figure 2C) of the 68 genes with
transposon insertion showing statistically significant difference between control (n = 3) and
ATGI6L1 KO (n=3) HeLa cells (P < 0.05 using the DeSeq?2 statistical analysis). On the MA-
plot, each dot represents a bacterial gene of which the invalidation with the transposon insertion
changed the ability of the bacteria to survive within autophagy deficient-cells compared to
control cells. Tn-Seq data analysis defined two clusters according to the read number obtained

for each gene (Figure 2B).

In control HeLa cells, some mutants are degraded by functional autophagy, and some
mutants survived intracellularly (Figure 2D). In ATGI6L1 KO HeLa cells, autophagy is
dysfunctional, and none of the mutants is degraded by autophagy. We reasoned that the mutants
over-represented in ATG16L1 KO versus control cells (illustrated in purple, Figure 2D) are the
one that were degraded by autophagy in control cells. This interpretation means that the mutants
increased in ATG16L1 KO versus control cells are invalidated in the genes necessary for AIEC
bacteria to escape from autophagy-mediated control. Thus, we focused on cluster 2 (Figure

2B), which includes 39 genes over-represented in A7G16L1 KO versus control cells.

Tn-Seq data analysis is complex and allows to answer different questions concerning
AIEC LF82 bacteria fitness. For instance, in our case, this technique allowed us to identify the
genes necessary for AIEC bacteria to escape from autophagy control. However, by analyzing
the cluster 1 (29 genes), we could also identify the genes that are potentially involved in the
recognition of AIEC bacteria by autophagy (Figure 2A). Indeed, we could reason that the
mutants that were over-represented in control HeLa cells, in which autophagy is functional,
compared to ATG16L1 KO cells, are invalidated in the genes coding for bacterial surface

proteins that are recognized by the autophagy machinery.



Finally, we further investigated among the 68 genes, which ones are present in the core
genome of E. coli. This analysis allowed the identification of 22 genes that are only present in

the ATIEC LF82 strain’s genome and absent in the core genome of E. coli (Table 1).
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Discussion & Conclusion

Tn-Seq is an approach that enables the study of the functions of genes in a whole genome
scale through construction of complex random transposon insertion libraries and quantification
of each mutant’s abundance using next-generation sequencing (Delesus et al., 2017). As an
example, in the model organism Vibrio cholerae, Tn-Seq has been previously used to identify
essential housekeeping genes (Chao et al., 2013) as well as those crucial for host colonization
(Y. Fu et al., 2013; Kamp et al., 2013), growth in different environments (Kamp et al., 2013;
Moll et al., 2015), and survival in response to antibiotic stress (Dorr et al., 2016). Concerning
the AIEC LF82 strain, to our knowledge, the Tn-Seq technique was only used by Prudent and
co-authors to identify the genes of LF82 involved in bacterial survival in macrophages (Prudent
et al., 2021). Thus, we aimed at identifying the potential genes that enable the AIEC LF82

bacteria to escape from autophagy control of host cells.

Although bacteria free inside the cytosol of the infected cell or present within a vacuole
damaged membrane are targeted for elimination by autophagy, some of them have developed
various strategies to subvert autophagy for their own advantage by secreting virulence factors
(Hu et al., 2020). These effectors could enable the bacteria to avoid being recognised by the
autophagic machinery, to limit the induction of autophagy, or even to hijack this process to
ensure their own replication. For example, Listeria monocytogenes secretes ActA and InlK
effectors, which prevent its recognition by autophagy (Dortet et al., 2011; Mitchell et al., 2015;
Yoshikawa et al., 2009). In addition, L. monocytogenes phospholipases C, PlcA and PlcB
prevent the formation of PI3P (phosphatidylinositol-3-phosphate), blocking LC3 (light chain
3) lipidation and thus autophagy (Mitchell et al., 2015). Similarly, Shigella flexneri can secrete
IcsB effector, which binds to the bacterial outer membrane protein VirG, thus masking the
binding site for ATGS. This allows the bacterium to avoid the control by autophagy (Ogawa et
al., 2005). It was also shown that IscB blocks the recruitment of LC3 to the vacuole and
facilitates the escape of S. flexneri from the nascent LC3-positive vacuoles (Campbell-Valois
et al., 2015). In addition, IcsB prevents the recruitment of ubiquitin proteins and autophagic
receptors p62 and NDP52 (Baxt & Goldberg, 2014; Mostowy et al., 2011). A recent study
showed that pathogenic E. coli strains harboring a plasmid coding for the virulence factor HlyF
overproduce OMVs (outer membrane vesicles) that prevent autophagosome-lysosome fusion
and acidification in macrophages, thus inhibiting their clearance from host cytosol (David et
al., 2022; Murase et al., 2016). In line with this idea, the fact that the AIEC NRG 857Cc strain
harbors the HIyF gene suggests that the OMVs produced by this strain might participate in its
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virulence by favoring the bacterial survival and replication in eukaryotic cells (McPhee et al.,

2014).

In our study, we identified 68 genes of the AIEC LF82 strain, divided into two clusters,
significantly over- or under-represented between A7G16L1 KO and control HeLa cells. The
cluster 1 includes 29 genes under-represented in ATG16L1 KO vs control cells, and the cluster
2 includes 39 genes over-represented in A7TGI6L1 KO vs control cells. According to the
literature, these 68 genes don’t have known functions related to autophagy, and the functions

of some of them are not yet very well known.

Among 29 genes of the cluster 1, the genes that have the abundance mostly different
between the two conditions are yegR, mrdB, flgL, dnaJ and IpxL. The mrdB gene codes for a
shape protein required for the maintenance of rod shape in E. coli (Bendezu & de Boer, 2008;
Shiomi et al., 2013). The flgL gene codes for a hook-associated protein involved in the flagellum
structure (Fraser et al., 1999) and the dnaJ gene codes for a heat shock protein in response to
temperature upshift from 30 to 42°C (Arsene et al., 2000; Grudniak et al., 2015). Then, the [pxL
gene codes for an acyltransferase involved in the lipid A biosynthesis pathway in E. coli
(Schilling et al., 2014; Six et al., 2008, 2012). Interestingly, a recent study revealed that the
acyltransferase CAG (cholesteryl 6'-O-acyl-a-d-glucoside) is mainly distributed in autophago-
lysosomal compartments and assist Helicobacter pylori to escape host-cell autophagy,
suggesting a similar role for the acyltransferase /pxL (Muthusamy et al., 2021). Among these
29 genes, few of them are still unknown in the literature, such as yegR, mqgo and ydcO, which

could be interesting to investigate.

For the cluster 2, most of the 39 genes have an already known function, mainly in
metabolic pathways. The genes showing the abundance mostly different between ATG16L1 KO
and control cells are secG, ribC, fabD and yajC. For example, the secG and yajC genes are
involved in a channel that allows protein translocation across the E. coli cytoplasmic membrane
(Belin et al., 2015; Miyazaki et al., 2022). The ribC and ribA genes are involved in the riboflavin
biosynthesis pathway in E. coli (Bereswill et al., 1999; B. Fu et al., 2023), and the fabD gene is
involved in the free fatty acid biosynthesis pathway (Marcella & Barb, 2017; Zhang et al.,
2012). A few genes are still unknown in the literature, such as yadW, ydeS, and aec32, and
could be of interest to further investigate. Finally, the precise functions of certain genes are still
unknown, but a few recent articles suggest their role, such as the s/yX gene responsible for
secretion of inulin-degrading enzyme (Glebov et al., 2011; Mokhonov et al., 2018) and the yhcB
gene involved in cell morphology.
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The following step of this project will be to perform a gene ontology analysis to predict
the pathways in which the 68 genes are potentially involved. Furthermore, to confirm the
physiological role of the identified genes, it will be necessary to create the isogenic mutants and
study their interaction with autophagy in host cells. In conclusion, this work allowed to develop
the Tn-Seq technique in an AIEC strain and to confirm that this technique can be used to identify
the genes involved in epithelial cell entry and/or escape from autophagy degradation by the
bacteria. In the future, the outcomes from this work could help to identify new targets to limit

the virulence of AIEC.
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Figures legends

Figure 1: Analysis of insertion LF82 mutants in input and control infected HeLa cells by
Tn-seq.

(A) Tn-seq data represented as a heatmap of the 3,735 genes of the AIEC LF82 strain with
transposon insertion. The heatmap shows the relative enrichment of each insertion mutants in
the input control (n=1) and in control HeLa cells (n=3) infected with the bank of mutants. Each
line represents one gene of the AIEC LF82 strain and the color indicates the relative number of
insertion mutants quantified in each condition. Two clusters can be observed according to the
read number obtained for each gene. (B) Predicted functional interactions of the 800 genes
differentially represented between the input and control HeLa cells within the cluster 2. The
count in network represents the number of genes found in each network. For flagellar assembly,
the network is composed of 37 genes and among the 800 genes tested, 24 of them are involved
in this pathway, indicating that this pathway is enriched. The strength represents the value of
enrichment. The closer to 1, the more genes in this pathway are enriched in the list. The false
discovery rate corresponds to the percentage of estimated false positives. It must not exceed
0.05 (5%). Graph created using the « STRING » tool. Genes involved in flagellar assembly are

the first genes identified, which are symbolized by red circles.

Figure 2: Identification of the genes necessary for AIEC LF82 to escape from autophagy
by Tn-Seq technique.

(A) ATG16L1 KO and control HeLa cells were infected with the mutant library at a MOI of 100
for 3 hours. The cells were then washed and incubated with the infection media containing 100
pg/mL of gentamicin for 3, 9 or 21 hours. The cells were washed, lysed and plated on LB agar
plate to determine the colony-forming units (CFU) of mutants. Results are presented as means
+ SEM from 4 independent experiments. Statistical analyses were performed using one-way
Anova test followed by a post-test Bonferroni correction. *P <0.05; **P <0.01; ***P <0.001;
*ExkpP < 0.0001. (B-C) Tn-seq data represented as a (B) heatmap and (C) MA-plot of the 68
genes of the AIEC LF82 strain with transposon insertion showing statistically significant
difference between control HeLa cells (n=3) and ATGI16L1 KO HeLa cells (n=3) conditions
(DeSeq2 p<0.05). (B) Each line represents one gene of the AIEC LF82 strain and the color
indicates the relative number of insertion mutants quantified in each condition. Two clusters
can be observed according to the read number obtained for each gene. (C) Each dot represents
a bacterial gene for which the transposon insertion changes the ability of the bacteria to survive

within autophagy deficient-cells compared to control cells. On the x-axis, this is the average
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number of mutants carrying the insertion in the gene, and on the y-axis, this is the fold change.

(D) Simplified diagram of the Tn-Seq biological interpretation.

Table 1: List of the 68 bacterial genes involved in escape of AIEC LF82 from autophagy.

Tn-seq data represented as a table of the 68 genes of the AIEC LF82 strain with transposon
insertion showing statistically significant difference between control HeLa cells (n=3) and
ATGI6L1 KO HeLa cells (n=3) conditions (DeSeq2 p<0.05). Among the 68 genes, 22 are
highlighted in pink. These genes are present in the AIEC LF82 strain genome but not in the core
genome of E. coli. The black line separates the genes over-represented in A7G/6L1 KO HeLa

cells (at the top) and the genes over-represented in control HeLa cells (at the bottom).
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Table 1

Log2 Fold
Probe Gene G End D T Control [ATG16L1KO| Change (KO vs
cells cells control) DESeq
stats p<0.05)

30S ribosomal protein S6 rpsF 4564530 | 4564925 | LF82_22825 2,44 0,00 3,62 -4,849
Protein-export membrane protein SecG secG 3365991 | 3366323 | LF82_16735 8,13 7,60 16,08 -1,182
Riboflavin synthase alpha chain ribC 1715627 | 1716268 | LF82_08595 | 9,34 10,25 21,00 -1,044
IACP S-malonyltransferase fabD | 1126384 | 1127313 | LF82_05565| 2,50 5,25 10,00 -0,937
DNA-binding protein H-NS hns 1308436 | 1308849 | LF82_06585 | 21,49 26,77 45,12 -0,803
Ribulose-phosphate 3-epimerase 2071934 | 2072578 | LF82_10410 | 12,90 13,88 23,11 -0,771
lYdaT_toxin domain-containing protein ydaT 1181166 | 1181705 | LF82_05865 | 17,91 20,08 29,27 -0,579
Sec translocon accessory complex subunit YajC yajC 430851 431183 | LF82_02030 | 55,19 50,40 73,87 -0,574
Protein YadW yadW | 181334 181736 | LF82_00850 | 33,60 44,67 62,43 -0,511
Phosphoglucomutase pgm 686090 687730 | LF82_03320 | 44,80 23,89 32,29 -0,477
IGTP cyclohydrolase-2 ribA 1353434 | 1354024 | LF82_06815 | 69,07 57,26 77,29 -0,473
1-deoxy-D-xylulose 5-phosphate reductoisomerase dxr 197293 198489 | LF82 00935 | 16,81 14,65 19,77 -0,469
Uncharacterized fimbrial-like protein YdeS ydeS | 1540402 | 1540932 | LF82_07665 | 41,53 47,24 63,43 -0,456
ITPR_REGION domain-containing protein 3122271 | 3123428 | LF82_15545| 19,88 20,82 27,97 -0,455
Lactamase 2850536 | 2851579 | LF82_ 14280 | 25,20 25,16 32,72 -0,431
hypothetical protein 3751013 | 3751240 | LF82_18675 | 207,87 | 161,20 209,34 -0,412
Protein SlyX slyX 3520758 | 3520976 | LF82_17610 | 183,73 | 151,93 193,64 -0,392
Inner membrane protein YhcB yhcB 3415160 | 3415558 | LF82_16995 | 96,48 85,21 108,94 -0,384
Membrane protein 3600244 | 3600849 | LF82_17970 | 174,94 | 139,78 176,70 -0,376
lAec32 aec32 | 242397 242876 | LF82_01175 | 114,46 | 106,75 135,14 -0,375
[Tyrosine recombinase XerD xerD 3039852 | 3040748 | LF82_15105 | 53,05 47,49 59,27 -0,355
IGuanylate kinase gmk 3863735 | 3864358 | LF82_ 19230 | 477,43 | 281,64 339,09 -0,304
glycine betaine ABC transporter permease YehW yehW | 2234846 | 2235577 | LF82_11225| 91,18 | 103,05 123,20 -0,295
[Trehalose-6-phosphate hydrolase treC 4611470 | 4613125 | LF82_23055 | 51,40 44,76 53,54 -0,292
Cysteine--tRNA ligase cysS 553758 555143 | LF82_02655 | 36,99 41,10 49,29 -0,292
Succinate-semialdehyde dehydrogenase [NADP(+)] GabD gabD | 2772324 | 2773772 | LF82_13850 | 195,59 | 169,36 202,78 -0,285
IAnhydromuropeptide permease ampG 455371 456846 | LF82_02160 | 5417,28 | 4008,08 | 4743,29 -0,270
HTH-type transcriptional activator AllS ydhB | 1711892 | 1712824 | LF82_08575 | 124,82 | 118,08 140,22 -0,269
Cell division protein ZapD zapD 112944 114307 | LF82_00545| 130,91 | 128,31 151,33 -0,264
IOxygen-dependent coproporphyrinogen-lll oxidase hemF | 2545675 | 2546574 | LF82_12705 | 130,69 | 153,63 179,49 -0,249
L-alanine exporter AlaE alakE 2780212 | 2780661 | LF82_13895 | 219,24 | 233,14 271,27 -0,243
DUF805 domain-containing protein 29418 29783 | LF82_00150 | 343,56 | 325,63 377,66 -0,236
Band 7 protein 3077544 | 3078452 | LF82_15335 | 205,58 | 208,26 240,00 -0,227
[alanine transaminase AlaA alaA 2416171 | 2417388 | LF82_ 12060 | 131,19 | 129,25 148,57 -0,226
Cell division protein FtsN ftsN 4186981 | 4187835 | LF82_20900 | 1677,48 | 1232,78 | 1403,65 -0,215
INADPH-dependent aldehyde reductase Ahr yigB 4645467 | 4646486 | LF82 23210 | 217,35 | 220,11 249,33 -0,205
Periplasmic pH-dependent serine endoprotease DegQ degQ | 3415712 | 3417079 | LF82_17000 | 138,30 | 126,28 142,26 -0,197
Probable 3-phenylpropionic acid transporter hcaT | 2649535 | 2650674 | LF82_13140 | 321,91 | 326,36 361,12 -0,175

ersiniabactin non-ribosomal peptide synthetase HMWP2 2016879 | 2022986 | LF82 10220 | 124,82 | 122,28 134,19 -0,159
4-deoxy-L-threo-5-hexosulose-uronate ketol-isomerase kdul 2996066 | 2996902 | LF82_14935 | 296,53 | 341,87 296,66 0,179
HAAAP family serine/threonine permease SdaC sdaC 2906434 | 2907723 | LF82_14550 | 186,40 | 223,22 192,69 0,190
IGlyoxylate/hydroxypyruvate reductase B ghrB | 3768036 | 3769010 | LF82 18760 | 163,69 | 174,31 147,99 0,212
Starvation-sensing protein RspB rspB 1630426 | 1631445 | LF82_08170 | 188,71 | 219,88 185,64 0,215
long-chain acyl-CoA thioesterase FadM fadM 467715 468113 | LF82_02215 | 406,78 | 502,77 424,99 0,215
BenE family transporter YdcO ydcO | 1467704 | 1468876 | LF82_07350 | 115,44 | 155,50 130,03 0,226
Probable malate:quinone oxidoreductase mgo 2319446 | 2321092 | LF82_11660 | 93,38 123,99 104,22 0,231
Minor tail protein U 1600558 | 1601546 | LF82_07960 | 100,34 | 116,74 97,16 0,243
N-acetylmuramic acid 6-phosphate etherase murQ | 2539594 | 2540490 | LF82 12670 | 119,91 | 144,31 120,26 0,243
ISTAS domain-containing protein yrbB 3380642 | 3381570 | LF82_16815 | 178,67 | 216,47 180,10 0,245
2-deoxy-D-gluconate 3-dehydrogenase 4574904 | 4575695 | LF82_ 22880 | 163,65 | 163,59 136,13 0,245
Inhibitor of vertebrate lysozyme 277157 277603 | LF82_01330 | 191,72 | 257,58 213,22 0,255
IType Il secretion system core protein G gspG | 3504132 | 3504569 | LF82_17510 | 232,76 | 273,54 225,14 0,272
ICP4-like integrase 299737 300075 | LF82_01460 | 301,87 | 408,57 330,04 0,280
Phage tail protein 2750155 | 2751031 | LF82_13700 | 113,82 | 145,87 117,71 0,286
cell division protein ZapC zapC 957900 958442 | LF82_04585 | 127,54 | 186,39 150,15 0,295
Histidine transport ATP-binding protein HisP hisP 2432346 | 2433119 | LF82_ 12140 | 121,47 | 149,07 119,80 0,295
Metal-binding protein ZinT zinT 2005272 | 2005922 | LF82_10170 | 114,11 | 159,18 127,41 0,299
Uncharacterized protein YbgS ybgs 737423 737803 | LF82_03595 | 111,20 | 135,83 106,68 0,329
Ribonuclease E rne 1117839 | 1121024 | LF82_05525| 11,90 14,38 11,18 0,343
lquercetin 2,3-dioxygenase yhhW | 3624849 | 3625544 | LF82_18075 | 160,38 | 179,74 139,51 0,347
IChorismate pyruvate-lyase ubiC | 4329452 | 4329949 | LF82_21570 | 156,94 | 172,22 128,49 0,394
kdo(2)-lipid IV(A) lauroyltransferase IpxL 1092318 | 1093238 | LF82_05375 | 25,84 35,05 26,08 0,412
MmRNA interferase 2056573 | 2056905 | LF82_10350 | 107,47 | 109,15 80,51 0,422
IChaperone protein Dna) dnal 13894 15024 LF82_00075 | 18,47 22,16 15,03 0,538
Flagellar hook protein FlgL flgL 1116691 | 1117644 | LF82_05520 | 51,30 36,29 24,74 0,541
Peptidoglycan glycosyltransferase MrdB mrdB 635992 637104 | LF82_03045| 9,04 13,93 8,97 0,605
Protein yegR | 2187989 | 2188306 | LF82_11020 | 21,29 28,82 16,90 0,745
Enzyme |IB component of PTS 2073875 | 2074168 | LF82_10420 | 20,40 31,79 17,67 0,895
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Discussion & Perspectives

V.1 Identification du ou des récepteur(s) autophagique(s) impliqué(s) dans la

reconnaissance des bactéries AIEC associées a la maladie de Crohn

La xénophagie, un processus essentiel de 1’autophagie sélective, permet la dégradation des pathogenes
intracellulaires par des récepteurs autophagiques qui ciblent spécifiquement les micro-organismes ubiquitinés et
qui agissent comme un pont entre le pathogene et les protéines LC3 présentes sur I’ autophagosome (Lamark and
Johansen, 2021). A ce jour, plusieurs récepteurs de I’autophagie impliqués dans la reconnaissance des micro-
organismes ont été identifiés, notamment NBR1 (Kirkin et al., 2009; Waters et al., 2009; Franco et al., 2017),
TAXI1BP1 (Tumbarello et al., 2015), NDP52 (Thurston et al., 2009), p62 (Zheng et al., 2009), et Optineurine
(OPTN) (Wild et al., 2011). Nous avons montré que la xénophagie est un mécanisme clé des cellules hotes pour
éliminer les bactéries AIEC intracellulaires (Larabi et al., 2020a). Toutefois, le(s) récepteur(s) impliqués dans

I’adressage des AIEC vers les autophagosomes n’ont pas encore été identifiés.

V.1.1 Etude du mécanisme d’adressage des bactéries AIEC vers les autopha-

gosomes par les récepteurs autophagiques NDP52 et p62

V.1.1.1 Coopération entre les récepteurs autophagiques NDP52 et p62 dans
la xénophagie

Parmi les récepteurs autophagiques testés (p62, NDP52, NRB1, TAX1BP1 et OPTN), nos résultats ont
révélé une augmentation de la réplication intracellulaire de la souche de référence AIEC LF82 dans les cellules
HeLa déficientes pour p62 ou NDP52, comparativement aux cellules HeLa contrdles. De plus, 1’analyse par
microscopie confocale a montré la colocalisation de p62 ou NDP52 avec la souche AIEC LF82 et LC3, un
marqueur de 1’autophagie. Ainsi, nos données suggerent que ces deux récepteurs autophagiques sont impliqués

dans la reconnaissance et I’adressage des AIEC vers les autophagosomes pour leur dégradation.

En accord avec nos résultats, il a été rapporté que ces deux récepteurs autophagiques sont impliqués dans
la reconnaissance d’autres bactéries intracellulaires, telles que L. monocytogenes (Mostowy et al., 2011), S.
flexneri (Mostowy et al., 2011) et S. Typhimurium (Thurston et al., 2009; Zheng et al., 2009). En effet, de facon

intéressante, il a été révélé qu’un méme récepteur est capable de cibler diverses bactéries vers les autophago-
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FIGURE 51 : Genres et protéines spécifiques des récepteurs autophagiques p62 et NDP52 et de la pro-
téine LC3 de I’autophagie.

(A) Comparaison des protéines bactériennes ciblées par p62, NDP52 et LC3, indiquant que le ciblage des
protéines bactériennes par 1’autophagie est principalement complémentaire. (B) Comparaison des genres bac-
tériens ciblés par p62, NDP52 et LC3, montrant un chevauchement important, favorisant ainsi une surveillance
efficace des pathogenes. Adaptée de (Sudhakar et al., 2019).



Discussion & Perspectives

somes (Sharma et al., 2018) et inversement, plusieurs récepteurs peuvent étre recrutés sur le méme pathogene
intracellulaire. Par exemple, Mostowy et co-auteurs ont montré que NDP52 et p62 sont recrutés, de maniere
dépendante, dans les cages de septines contenant S. flexneri, tandis qu’ils sont recrutés de facon indépendante
lors de I’infection par L. monocytogenes. Les septines, un type de protéines conservées se liant au GTP, forment
des cages autour des Shigella intracytosoliques mais pas des Listeria pour limiter la prolifération bactérienne
(Mostowy et al., 2011). De la méme maniere, une autre étude a suggéré que, bien que partageant une cinétique
de recrutement similaire pour Salmonella, p62 et NDP52 sont recrutés indépendamment I’un de I’autre pour
cibler des micro-domaines distincts sur les bactéries afin de faciliter la xénophagie, soulignant leur potentielle

complémentarité dans 1’élimination des pathogenes intracellulaires (Cemma et al., 2011).

En effet, une étude tres intéressante a démontré la complémentarité existante entre les récepteurs auto-
phagiques p62 et NDP52. Cette étude a prédit les interactions potentielles entre les protéines humaines de
I’autophagie et les protéines effectrices de plusieurs bactéries pathogeénes, en identifiant les protéines bacté-
riennes possédant potentiellement des motifs de reconnaissance pour les récepteurs p62 et NDP52 (Sudhakar
et al., 2019). L’analyse a révélé que les cibles de p62 et NDP52 sont presque totalement spécifiques a chacun
des récepteurs (seule une protéine est ciblée a la fois par p62 et NDP52), renforcant I’hypothese qu’ils agissent
indépendamment I’un de 1’autre (Figure 51 A). De plus, 21 des 26 genres bactériens testés sont communément
ciblés par p62, NDP52 et LC3, tandis qu’ils ciblent des protéines bactériennes avec peu de chevauchement
(Figure 51 B) (Sudhakar et al., 2019). Compte tenu de 1’absence de chevauchement entre les cibles de p62,
NP52 et LC3, et du chevauchement important en termes de genres bactériens, cette observation suggere que
I’autophagie cible différentes protéines bactériennes d’'un méme pathogene. La redondance dans le ciblage d’un
méme genre est bénéfique pour une reconnaissance robuste des agents pathogenes, tandis que la complémen-
tarité des protéines bactériennes spécifiques est avantageuse pour augmenter la couverture de surveillance de
I’autophagie. Toutefois, la complémentarité des récepteurs autophagiques pourrait rendre 1’hote plus vulnérable
aux infections si le géne codant pour 1’un des récepteurs est muté (Sudhakar et al., 2019), comme dans la MC
avec la présence d’un polymorphisme du géene NDP52 associé a une susceptibilité augmentée de développer la

maladie (Ellinghaus et al., 2013).

Par conséquent, toutes ces études renforcent le fait que différents pathogeénes peuvent étre reconnus et
contrdlés d’une maniere spécifique par I’autophagie, montrant ainsi I’importance d’identifier le mode d’action
des récepteurs autophagiques impliqués dans la reconnaissance des bactéries AIEC. Enfin, ces travaux ren-
forcent également les résultats que nous avons obtenus, a savoir que p62 et NDP52 peuvent étre recrutés au

niveau de la bactérie AIEC LF82.

Dans ce contexte, des travaux supplémentaires seraient nécessaires pour identifier les mécanismes mo-
léculaires précis régissant les reconnaissances spécifiques des pathogenes intracellulaires ubiquitinés par les

récepteurs p62 et NDP52. Pour cela, plusieurs expériences pourraient étre envisagées. Dans un premier temps,
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des tests de protection a la gentamicine pourraient étre réalisés dans des cellules T84 transfectées avec les
deux siARN dirigés contre p62 et NDP52, ou dans des cellules HeLa déficientes pour les deux récepteurs
(Lazarou et al., 2015), afin de déterminer si ces récepteurs agissent en coopération ou non dans I’élimination
des AIEC. Par ailleurs, nos observations de la colocalisation entre p62 ou NDP52 avec la souche AIEC LF§2
par microscopie confocale pourraient étre confirmées par I’interaction physique entre les AIEC et les récepteurs

autophagiques NDP52 et p62 qui pourrait étre analysée par co-immunoprécipitation.

De plus, il a précédemment été montré par le laboratoire que 1’autophagie joue également un rdle primor-
dial dans la défense contre les AIEC dans les macrophages, un élément clé de la réponse immunitaire. En effet,
Lapaquette et co-auteurs ont notamment démontré qu’une diminution de 1’expression d’ATG16L1, induite par
un siARN, entrainant une altération de 1’autophagie, permet une meilleure survie de la souche AIEC LF82 dans
les macrophages humains THP-1 (Lapaquette et al., 2012). En outre, une étude plus récente a rapporté que les
macrophages isolés de patients atteints de la MC et porteurs de SNP dans les génes de 1’autophagie (ULK] et
IRGM) présentent un défaut de I’élimination de la souche AIEC LF82 (Buisson et al., 2019). Ainsi, il serait
pertinent d’identifier le ou les récepteur(s) autophagique(s) impliqués dans la reconnaissance des AIEC dans les
macrophages, puisque les récepteurs pourraient étre différents dans cette lignée par rapport aux cellules HeLa.
Pour cela, des macrophages transfectés avec des siARN dirigés contre chacun des récepteurs ou des macro-
phages déficients pour ’'un de ces récepteurs générés par la technique CRISPR/Cas9, pourraient étre utilisés

afin de réaliser des tests de protection a la gentamicine.

Une fois la validation in vitro réalisée, la plupart des études utilise ensuite des modeles in vivo, en parti-
culier des modeles murins. Toutefois, dans le cas du récepteur NDP52, I’étude sur souris semble difficile. En
effet, la protéine murine NDP52 est une forme tronquée dépourvue du domaine en doigt de zinc C-terminal, qui
contient ZF1 et ZF2, nécessaire a la reconnaissance de 1’ubiquitine a la surface des substrats et a I’interaction
avec Rab35 (Tumbarello et al., 2015; Wu et al., 2021). Cela suggere que 1’analyse de NDP52 et Rab35 chez
la souris pourrait ne pas €tre informative quant a la fonction de NDP52 et Rab35 chez I"'Homme. Cependant,
il est intéressant de noter que NDP52 peut se lier a la protéine tau phosphorylée via son domaine SKICH et
facilite la dégradation de cette protéine par 1’autophagie chez la souris (Jo et al., 2014), ce qui suggere que
NDP52 reconnait différentes cibles par le biais de différents domaines et implique une fonction supplémentaire

ou distincte de NDP52 humain par rapport a son homologue murin.

V.1.1.2 Implication des ligases E3 et des ubiquitines dans la xénophagie

L’ubiquitination est la liaison covalente de molécules d’ubiquitine sur les substrats, permettant 1’induction

de la dégradation sélective de protéines, d’organites, de bactéries, etc. L' ubiquitination nécessite 1’ action orches-
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FIGURE 52 : Implication de LRSAM1 dans I’ubiquitination des bactéries AIEC.

(A) La colocalisation entre LRSAM1 endogene (en vert) et les bactéries (en bleu) est observée dans les cellules
HeLa a 40 min post-infection. Les colocalisations sont marquées par des pointes de fleches dans I’encadrement
en haut a droite. Les profils d’histogramme a droite ont été générés le long d’une ligne reliant les triangles
représentés dans les encadrements - échelle : 5 um. (B) Ubiquitination in vitro des bactéries de fagcon dépen-
dante de LRSAMI1. L’ubiquitination in vitro dépendante de LRSAMI1 est capable de cibler S. Typhimurium, S.
flexneri, L. monocytogenes et les bactéries AIEC. Adaptée de (Huett et al., 2012).
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trée d’au moins trois enzymes travaillant en relais, une enzyme activatrice E1 (ubiquitin-activating enzyme),
une enzyme de conjugaison E2 (ubiquitin-conjugating enzyme), et une ligase E3 (ubiquitin E3 ligase) (Her-
shko et al., 2000; Buetow and Huang, 2016). Les substrats peuvent &tre modifiés par des molécules ubiquitine
simples sur une ou plusieurs lysines (mono- ou multi-ubiquitination) et/ou des chaines de poly-ubiquitine (poly-
ubiquitination) peuvent étre formées en reliant les molécules ubiquitine via I’un de leurs sept résidus lysine (K6,

K11, K27, K29, K33, K48, K63) ou de la méthionine N-terminale (M1) (Tripathi-Giesgen et al., 2021).

Au cours de ces deux dernieres décennies, de nombreuses ligases E3 telles que LRSAMI1 (leucine rich
repeat and sterile oo motif containing 1), Parkin, Smurfl (SMAD ubiquitin regulator factor 1), LUBAC (linear
ubiquitin chain assembly complex), ARIH1 (ariadne ring-between-ring homolog 1) et RNF213 (ring finger
protein 213), ont été identifiées pour ubiquitiner plus d’un type de bactéries et, dans certains cas, les bacté-
ries sont ciblées simultanément par plusieurs ligases E3 (Huett et al., 2012; Heath et al., 2016; Franco et al.,
2017; Tripathi-Giesgen et al., 2021). Par exemple, ARIH1, LRSAM1, RNF213 et LUBAC sont connus pour se
colocaliser avec les vacuoles SCV (Salmonella-containing vacuole) endommagées et promouvoir la formation
d’un manteau d’ubiquitine autour de S. Typhimurium cytosolique. Il existe également un groupe de ligases E3
comme RNF166 (Heath et al., 2016), MARCHS (Jin et al., 2017), TRIM21 (Hos et al., 2020), TRIM22 (Lou
et al., 2018) et TRIM16 (Chauhan et al., 2016) qui ne reconnaissent pas le pathogeéne lui-méme, mais recon-
naissent d’autres molécules li€es a I’infection comme les glycanes exposés (Chauhan et al., 2016). En 2011,
la premiere ligase E3 LRSAMI a été fonctionnellement liée a la synthese de 1’enveloppe d’ubiquitine et a la
xénophagie. En effet, les cellules déficientes pour LRSAM I sont incapables d’activer la xénophagie pour élimi-
ner S. Typhimurium (Ng et al., 2011). De facon tres intéressante, il a été montré que LRSAM]I, non seulement
colocalise avec toutes les bactéries susceptibles d’étre éliminées par la xénophagie, mais induit leur ubiquitina-
tion (Figure 52 A) (Huett et al., 2012). En effet, dans les cellules HeLa, le taux de colocalisation de LRSAM1
endogene est de 10 % avec S. Typhimurium, 18 % avec les AIEC, 25 % avec L. monocytogenes et 29 % avec S.
flexneri (Figure 52 B) (Huett et al., 2012). Par ailleurs, de facon tout aussi intrigante, il a été révélé que la perte
de I’ubiquitination médiée par RNF213 réduit également le recrutement des récepteurs autophagiques p62 et de
NDP52 vers Salmonella, suggérant que RNF213 est un moteur majeur de la xénophagie au cours de I’infection

(Otten et al., 2021).

Toutefois, la facon dont les récepteurs autophagiques NPD52 et p62 sont recrutés par les bactéries ubiquiti-
nées pour déclencher 1’autophagie n’est pas encore claire. Dans ce contexte, il est important de déterminer la ou
les ligase(s) E3 impliquée(s) dans 1’ubiquitination des bactéries AIEC ainsi que de déterminer si elles agissent
de maniere coordonnée ou de maniere indépendante et aléatoire. Jusqu’a présent, les études n’ont examiné que
les duos et les trios de ligases E3 en réponse a I’infection par M. tuberculosis et S. Typhimurium, respective-
ment (Sharma et al., 2018). Ainsi, une meilleure compréhension du recrutement spécifique des ligases E3, de

leur activation et du recrutement en aval des adaptateurs apres 1’activation par des pathogenes intracellulaires
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représente a 1’avenir, un sujet intéressant pour la recherche. Plus précisément, dans le cas des AIEC, plusieurs
questions peuvent étre posées : Est-ce que la souche AIEC LF82 colocalise avec les ubiquitines ? Quelle(s) li-
gase(s) E3 sont impliquées dans 1’ubiquitination des bactéries AIEC ? Quels résidus des AIEC sont ubiquitinés ?
Quelles sont les marques ubiquitine reconnues par p62 et NDP52 sur les AIEC ? Quelles protéines bactériennes
de la membrane externe sont ubiquitinées par quelle ligase E3 ? Comment les micro-domaines des récepteurs
autophagiques sont-ils établis sur les surfaces bactériennes et quels sont leurs rdles dans 1’orchestration des

voies de réponse immunitaire innée et xénophagique ?

Pour répondre a ces différentes questions, il pourrait étre envisagé dans un premier temps, de réaliser une
expérience d’immunofluorescence au cours de laquelle la souche AIEC LF82 et les molécules ubiquitine (par
exemple, K48 ou K63) seraient marquées par un anticorps afin d’observer une éventuelle colocalisation. Cela
nous permettrait de savoir si les bactéries AIEC sont ubiquitinées. Par la suite, une seconde expérience d’im-
munofluorescence pourrait étre réalisée au cours de laquelle la souche AIEC LF82, les molécules ubiquitine
et les récepteurs autophagiques p62 et NDP52 seraient marqués afin d’observer une colocalisation. Cela nous

permettrait de déterminer si les récepteurs reconnaissent directement la souche AIEC LF82 ubiquitinée.

Ensuite, I'implication des différentes ligases E3 dans I’ubiquitination des AIEC pourra étre étudiée par
transfection des CEI avec des siARN dirigés contre les ARNm correspondants aux ligases E3, pour (i) observer
une colocalisation entre la souche AIEC LF82, I’ubiquitine et LC3, et (ii) déterminer le nombre de bactéries
AIEC LF82 intracellulaires par un test de protection a la gentamicine. D’apres les données bibliographiques,
il serait pertinent de s’intéresser dans un premier temps aux ligases E3 RNF213 et LRSAMI1, puisqu’elles ont
déja été identifiées comme jouant un rdle dans I’ubiquitination des E. coli et dans le recrutement des récep-
teurs autophagiques p62 et NDP52. En effet, pour mieux comprendre le role de LRSAM1 dans 1’élimination
des AIEC par la xénophagie, les protéines LRSAMI1 endogeéne et LC3 pourraient étre marquées au cours de
I’infection par la souche AIEC LF82 dans des CEI ou des macrophages afin d’observer une colocalisation entre
les AIEC, LRSAMI et LC3. De plus, étant donné que I’inactivation de LRSAMI par un siARN entraine une
augmentation du nombre de Salmonella intracellulaires, cela pourrait étre testé en présence des bactéries AIEC.
En effet, des CEI ou des macrophages pourrait étre transfectées avec un siARN contre LRSAMI ou ATG16LI
afin de déterminer le nombre de bactéries AIEC LF82 intracellulaires par un test de protection a la gentamicine.
Par ailleurs, il a également été observé une interaction entre LRSAMI et NDP52, mais pas p62, griace a une
technique de co-immunoprécipitation (Huett et al., 2012). En utilisant cette méme technique, nous pourrions
tester si d’autres ligases E3, comme RNF213, interagissent avec NDP52 ou p62. Enfin, une expérience pourrait
étre envisagée afin d’identifier les différentes ligases E3 impliquées dans I’ubiquitination de la souche AIEC
LF82. Une expérience d’immunofluorescence pourrait étre réalisée au cours de laquelle la souche AIEC LF82
et les ligases E3 sont marquées pour observer une colocalisation. Ensuite, un test d’ubiquitination in vitro avec

des composants purifiés (mélange de la protéine LRSAM1 purifiée ou une autre ligase E3, des enzymes E1 et
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E2, de I’ubiquitine marquée par un tag HA, du tampon d’ubiquitination et la souche AIEC LF82) pour garantir
que toute 1’ubiquitination se produise in vitro, pourrait étre réalisé afin d’observer une éventuelle ubiquitination
des AIEC. Ainsi, les ubiquitines marquées par un tag HA seraient ensuite identifiées par western blot pour

déterminer si les bactéries AIEC sont ubiquitinées.

Bien qu’il existe de multiples types de liaisons ubiquitine possibles, les chaines liées a K48 et K63 sont
parmi les plus abondantes. La poly-ubiquitination liée a K48 cible plus largement les protéines pour la dégrada-
tion protéasomale, tandis que les poly-ubiquitination liées a K63 et K27 semblent étre plus fortement associées

a la dégradation par 1’autophagie (Vainshtein and Grumati, 2020).

Dans ce contexte, une étude a révélé que I’extrémité C-terminale de NDP52 contient un domaine de liaison
a I’ubiquitine composé de deux doigts de zinc (ZF) : un ZF non canonique (ZF1) et un ZF canonique de type
CyH; (ZF2). Le domaine ZF2 se lie spécifiquement a la mono-ubiquitine (Cemma et al., 2011; Xie et al., 2015)
ou a différents types de chalnes d’ubiquitine, y compris les chaines d’ubiquitine K48, K63 et M1, pour cibler
les pathogenes en vue de leur dégradation autophagique (Ciani et al., 2003; Xie et al., 2015; Thurston et al.,
2016). Toutefois, deux études plus récentes ont montré que NDP52 se lie également aux chaines d’ubiquitine
liées a K27 (Wu et al., 2021) ainsi qu’aux chaines de tétra-ubiquitine avec un ordre d’affinité K63>M1>K48
et aux chaines de poly-ubiquitine K27 et K29 (Miyashita et al., 2021). Ainsi, les types d’ubiquitine reconnues
par NDP52 ainsi que le ou les substrats bactériens ubiquitinés durant I’infection sont encore mal connus. Il est
alors possible d’envisager que plusieurs types de chaines d’ubiquitine soient construits a la surface des bacté-
ries sur différents substrats. Ceci créerait des micro-domaines a la surface de la bactérie offrant une variété de
ligands pour les récepteurs autophagiques. De plus, les domaines de reconnaissance de I’ubiquitine différent
sensiblement entre NDP52 et p62. En effet, p62 possede un domaine organisé en hélice-a qui reconnait pré-
férentiellement les poly-ubiquitine liées a K63, bien qu’il soit également capable de se lier aux chaines K48
et a la mono-ubiquitine (Zheng et al., 2009; Cemma et al., 2011). Il est donc envisageable que NDP52 et p62
ne reconnaissent pas les mémes chaines d’ubiquitine et donc ne s’associent pas aux mémes micro-domaines
bactériens, renfor¢ant ainsi 1’idée que ces deux récepteurs peuvent travailler ensemble ou indépendamment.
Ainsi, la multiplication des chaines d’ubiquitine et des récepteurs les reconnaissant pourrait offrir un répertoire
varié de signaux d’adressage vers 1’autophagie. Cette variété serait cruciale pour lutter contre des pathogénes

comme Salmonella, capables de modifier les voies d’ubiquitination cellulaire (Fiskin et al., 2016).

En outre, il a été rapporté que plusieurs types de chaines sont associés au manteau d’ubiquitine de S.
Typhimurium, notamment les chaines M1 (également connues sous le nom de chaines d’ubiquitine linéaires), et
les chaines de poly-ubiquitine K48 et K63, suggérant une structure et une plateforme de signalisation complexe

du manteau d’ubiquitine (Manzanillo et al., 2013; van Wijk et al., 2017). Avec les avantages de la microscopie
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FIGURE 53 : Position du SNP NDP52Y#2484la a550¢ié 2 1a MC sur le récepteur autophagique NDP52.
NDP52 (446 aa), comprend 7 domaines : un domaine SKICH qui est impliqué dans les interactions protéines-
protéines et assure son oligomérisation, une région LIR non canonique (cLIR) qui se lie préférentiellement a
LC3C (en noir), une région FIR pour se lier a FIP200 et induire I’autophagie ( ), un domaine CC pour
son oligomérisation ( ), une région GALBI qui assure sa liaison a la Galectine-8 ( ) ainsi qu'un
domaine de liaison a I’ubiquitine composé de deux doigts de zinc pour se lier a I’ubiquitine et a la myosine 6
( ). La position du SNP NDP52Vai2484la ge sjtye au niveau de 1’acide aminé 248, dans le domaine CC de
NDP52, ot la valine est remplacée par une alanine (en rouge).

Abréviations : CC : coiled-coil domain, cLIR : non-canonical LC3-interacting region, FIR : FIP200-interacting
region, GALBI : galectine-8-binding region, LIR : LC3-interacting region, MYOG6 : myosine VI, SKICH :
skeletal muscle and kidney enriched inositol phosphatase carboxyl homology domain, Ub : ubiquitine, ZF :

zinc finger domain.
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a super-résolution au cours des dernieres années, il est devenu de plus en plus clair que I’enveloppe d’ubiquitine
est un assemblage hétérogene composé au moins des types de chaines K48, K63 et M1 (Noad et al., 2017; van
Wijk et al., 2017), qui servent de sites de liaison directe spécifiques sur les bactéries cytosoliques pour des
récepteurs autophagiques distincts. Par conséquent, ces travaux supposent donc que I’identification des types

de chaines d’ubiquitine présents sur les AIEC pourra étre complexe.

Ainsi, il serait intéressant d’identifier les chaines d’ubiquitine reconnues par p62 et NDP52 a la surface
des AIEC. Pour cela, un test de « pull down » avec des lysats cellulaires pourrait €tre envisagé, au cours duquel
des CEI seront transfectées avec des plasmides codant pour I’ubiquitine marquée par un tag HA ou des mutants
a une seule lysine (K6, K11, K27, K29, K33, K48 et K63), puis lysées. Les lysats seront ensuite incubés avec
la protéine NDP52 ou p62 fusionnée a la GST afin de faire migrer ce lysat et utiliser un anticorps anti-HA
pour identifier les ubiquitines qui se lient aux récepteurs autophagiques p62 et NDP52. De plus, nous pourrions
marquer la souche AIEC LF82 avec un tag HA ou la fusionner avec la GFP, et infecter des CEI avec cette
souche. A différents temps post-infection, les protéines pourrait étre récupérées, et une co-immunoprécipitation
sera réalisée avec un anticorps anti-GFP puis un anticorps anti-ubiquitine afin d’identifier le type d’ubiquitine

présent a la surface de la souche AIEC LF82.

52 Val248Ala

V.2 Etude de I’impact du variant a risque NDP sur la réponse de

I’hote lors d’une infection par les AIEC

2 Val248Ala

V.2.1 Impact du variant a risque NDP5. sur le controle de la réplica-

tion intracellulaire des AIEC

En 2013, une étude de séquencage de 1’exome entier de 42 patients atteints de la MC et de patients sains
a identifié une association entre une augmentation du risque de développer la MC et une mutation faux-sens
commune, appelée Val248Ala (SNP rs2303015). Cette mutation entraine le remplacement de la valine par
I’alanine en position 248 dans le domaine central « coiled-coil » de NDP52 (Figure 53) (Ellinghaus et al.,
2013). Toutefois, I’implication exacte de ce variant i risque NDP52"/2484la dang 1a pathogénese de la MC
n’a pas encore été décrite. Ainsi, I’hypotheése proposée serait que ce variant entrainerait un défaut dans le
controle de la réplication intracellulaire des AIEC par 1’autophagie, conduisant a une réplication anormale des
AIEC et a une inflammation accrue induite par ces bactéries. Cette hypothese est soutenue par la présence de

ce méme variant NDP52Vel248Ala

chez des patients atteints de cirrhose alcoolique du foie (Lutz et al., 2016).
En effet, dans deux cohortes indépendantes de patients atteints de cirrhose alcoolique du foie, la présence du
variant NDP52V#248Ala egt agsociée a un risque accru de développer une péritonite bactérienne spontanée, qui
est 'infection la plus fréquente chez ces patients. Par ailleurs, la survie a2 6 mois des patients porteurs de ce

variant est diminuée par rapport aux patients porteurs de 1’allele NDP52 sauvage (Lutz et al., 2016).

160



2,5x107 T
a
S 2,0x107 A
o
S O
% 1,5x107 4 (m}
|
D
= 1,0x107 A
5,0x106
Controle RCH MC
NDP52 NDP52Val248Ala
p-value p-value
< médiane > médiane < médiane > médiane
Contréle | 50,00 % (6) 50,00 % (6) ns 50,00 % (1) 50,00 % (1) ns
RCH 50,00 % (14) | 50,00 % (14) ns 50,00 % (1) 50,00 % (1) ns
MC 53,49 % (46) | 46,51 % (40) ns 22,22 % (2) 77,70%(7) | *p=0,0371

FIGURE 54 : La présence du SNP NDP52"2248Ala augmente la proportion de patients atteints de la MC
présentant un nombre de bactéries AIEC intra-macrophagiques plus élevé.

La présence du polymorphisme NDP52"/2484la 5 ¢t¢ déterminée chez les patients atteints de la MC, de la RCH
ou chez des sujets contrdles dans le cadre de 1’étude MACRO?2, une étude monocentrique dont les patients ont
été inclus a Clermont-Ferrand et menée par le Dr. Anthony Buisson. Les macrophages dérivés des monocytes du
sang périphérique des individus ont été infectés par la souche AIEC LF82 et la capacité de survie des bactéries
a 10 heures post-infection a été analysée par un test de protection a la gentamicine. Pour chaque groupe (MC,
RCH ou contréle), la valeur médiane du nombre de bactéries AIEC LF82 intracellulaires a 10 heures post-
infection de tous les individus a été déterminée. La proportion d’individus dans chaque groupe présentant un
nombre de bactéries AIEC LF82 intra-macrophagiques a 10 heures post-infection < ou > la médiane a été

calculée. La différence statistique entre ces deux proportions a été analysée en utilisant un test Chi-square.



Discussion & Perspectives

Néanmoins, obtenus par un test de protection a la gentamicine, nos résultats n’ont montré aucune diffé-
rence significative dans le nombre de bactéries AIEC LF82 intracellulaires entre les cellules HeLa exprimant la
protéine NDP52 sauvage et celles exprimant la protéine mutée NDP52V4248Al2  Ceg résultats ont été confirmés
par une expérience de cytométrie en flux, qui nous a permis de déterminer le pourcentage de cellules infectées
parmi les cellules HeLa exprimant la protéine NDP52 sauvage ou la protéine mutée. Par conséquent, ces résul-
2 Val248Ala

tats suggerent que dans les cellules HeLLa avec nos conditions expérimentales, le variant a risque NDP5

n’a pas d’impact sur le contrdle de la réplication des AIEC.

Une étude a montré que ce variant est toujours recruté au niveau des mitochondries pour exercer la mito-
phagie, ce qui n’est pas le cas pour un mutant dépourvu du domaine de liaison a I’ubiquitine, indiquant que cette
mutation n’empéche pas son recrutement vers les cibles (Thurston et al., 2009; Lazarou et al., 2015). En effet,
la mutation Val248Ala se trouve en position 248 de la protéine NDP52, dans le domaine CC et non pas dans
le domaine de liaison a 1’ubiquitine, ce qui expliquerait qu’aucune différence ne soit observée dans le nombre
de bactéries intracellulaires entre les cellules HeLa exprimant la protéine NDP52 sauvage et celles exprimant

la protéine mutée NDP52V21248A12 (Rigyre 53).

Toutefois, ce variant pourrait jouer un rdle dans d’autres lignées cellulaires, comme les macrophages. En
effet, étant donné que les cellules épithéliales et les cellules immunitaires peuvent réagir différemment a I’infec-
tion par les AIEC, il semble important de remettre en question ces résultats dans les cellules immunitaires. Une
étude clinique translationnelle sur des macrophages dérivés de monocytes de sang périphérique de patients, ap-
pelée « MACRO?2 » (étude du comportement des MAcrophages vis-a-vis des bactéries AIEC isolées de patients
atteints de maladie de CROhn en fonction des facteurs de susceptibilité de 1’hote) a été menée au laboratoire
sur 95 patients atteints de la MC, 30 patients atteints de la RCH et 15 sujets sains. Cette étude a mis en avant
une corrélation entre la présence du variant a risque NDP52"#24841a et un nombre plus élevé de bactéries AIEC
dans les macrophages dérivés de monocytes chez les patients atteints de la MC. Cette corrélation n’a pas été

observée chez les sujets sains ou chez les patients atteints de la RCH (Figure 54).

Par la suite, il serait pertinent d’étudier le role du variant a risque NDP52"¢/248Ala gyr Je controle de la ré-
plication intracellulaire des AIEC dans les macrophages. Pour cela, nous pouvons infecter avec la souche AIEC
LF82 des macrophages humains exprimant la protéine NDP52 sauvage ou la protéine mutée NDP52Val248Ala,
et déterminer le nombre de bactéries intracellulaires. Nous pouvons également profiter d’un projet en cours au
laboratoire, financé par I’ANR TOPIC (PRC), pour I'utilisation des cellules dérivées du sang (macrophages et
cellules dendritiques) de patients atteints de la MC porteurs ou non du variant i risque NDP52"#248Ala_ Notre

hypothése est que la mutation NDP52V@248Ala

pourrait influencer la réponse inflammatoire en altérant la pro-
duction de TNF- et avoir ainsi un impact indirect sur la réplication intracellulaire des AIEC. En effet, il a été

démontré par le laboratoire que les macrophages infectés par la souche AIEC LF82 sécretent de plus grande
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quantité de TNF-a, favorisant la réplication intracellulaire des AIEC (Bringer et al., 2012), et que cette réplica-
tion est limitée par des anticorps anti-TNF-o dans les macrophages issus de patients atteints de la MC (Douadi

etal., 2022).

V.2.2 Impact du variant de risque NDP52"2/248Ala gy Je controle de la réponse
inflammatoire induite par les AIEC

A I’heure actuelle, environ 270 protéines ont été identifiées comme interagissant avec NDP52, y compris
les facteurs de la voie de signalisation NF-xB tels que IKKf3, NEMO, A20, TRAF6 et IKKa, ce qui suggere
que NDP52 pourrait réguler cette voie (Miyashita et al., 2021). En effet, plusieurs études ont démontré que
la protéine NDP52 est capable de réduire I'inflammation en régulant la voie NF-kB (Inomata et al., 2012;
Ellinghaus et al., 2013; Miyashita et al., 2021). Inomata et co-auteurs ont rapporté que la transfection des
cellules HEK293T avec un plasmide exprimant la protéine NDP52 entraine une diminution de 1’activation
de NF-kB, de facon dose-dépendante, a la suite d’une stimulation avec du LPS isolé d’E. coli, un agoniste
du TLR4 (Inomata et al., 2012). Les mémes résultats ont été observés par Ellinghaus et co-auteurs dans des
cellules HeLLa exprimant la protéine NDP52 stimulées avec du poly(I :C), un agoniste du TLR3 (Ellinghaus
et al., 2013). Enfin, une étude plus récente a également démontré que la sur-expression de la protéine NDP52,
dans des cellules HEK293T, empéche I’activation de NF-kB de maniere dose-dépendante a la suite d’une
stimulation avec 10 ng/mL de TNF-a (Miyashita et al., 2021). Toutefois, bien que le role de la protéine NDP52
sauvage sur le contrdle de la voie NF-kB semble bien établi, I'impact du variant a risque NDP52V¢/248Ala regte

quant a lui, encore controversé.

Il a été rapporté que le rétro-contrdle négatif exercé par NDP52 sur la voie NF-xB est altéré lorsque les
cellules HeLa sont transfectées avec un plasmide exprimant le variant a risque NDP52"2484la et stimulées
avec du poly(I :C) (Ellinghaus et al., 2013). Les auteurs ont proposé qu’a 1’état physiologique, la protéine
NDP52 sauvage est nécessaire pour dégrader sélectivement les TLR ou d’autres récepteurs des PAMP, inhibant
ainsi I’activation de la voie de signalisation pro-inflammatoire NF-xB (Ellinghaus et al., 2013). En revanche,
une étude récente de Miyashita et co-auteurs a montré des résultats inverses. En effet, ils ont rapporté que
I’activation canonique de NF-xB induite par la protéine NEMO est inhibée par la protéine NDP52 sauvage et
NDP52Val248A1a mytée dans les cellules HEK293T. L’ activation non canonique de NF-xB induite par la kinase
NIK (NF-xB-inducing kinase) n’est pas inhibée par ces deux formes de la protéine NDP52. De plus, la sur-
expression de la protéine NDP52 sauvage ou NDP52V23248Ala mytée n’a aucun effet sur I’activité basale de NF-
kB dans les cellules HEK293T (Miyashita et al., 2021). Cette étude indique donc que le variant NDP52"¢/248Ala
a les mémes effets que la protéine NDP52 sauvage sur I’activité de la voie NF-xB, suggérant qu’il pourrait
affecter d’autres fonctions cellulaires impliquées dans 1’étiologie de la MC (Miyashita et al., 2021). Ainsi,

d’autres études sont nécessaires afin d’élucider clairement le role de ce variant a risque sur I’inflammation.
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FIGURE 55 : Réle du variant a risque NDP52"42484la gyy 13 stabilité des protéines.

(A) Alignement basé sur la structure et le modele du domaine « coiled-coil » de NDP52 (acides aminés 225-
267) ainsi que sur la structure des acides aminés 293-335 du motif UBAN de NEMO en complexe avec la di-
ubiquitine liée a la lysine 63. Les hélices en spirale sont en jaune. La position du variant Val248 est visualisée
par des spheres rouges dans le modele tridimensionnel et marquée en rouge dans la séquence. L’ ubiquitine
est représentée en bleu avec une représentation de la surface. (B) Analyse par Western blot de la stabilité de
la protéine NDP52. Les cellules HeLa ont été transfectées avec des plasmides exprimant la protéine NDP52
sauvage (WT) et le variant a risque (risk) et stimulées avec 50 mg/mL de poly(I :C) (agoniste synthétique du
TLR, acide polyinosinique-polycytidylique) pendant 0, 3 ou 6 heures. Tandis que la protéine NDP52 sauvage
est dégradée apres 6 heures, le variant a risque présente une stabilité accrue. Adaptée de (Ellinghaus et al.,
2013).



Discussion & Perspectives

De plus, Ellinghaus et co-auteurs ont généré un modele de la structure de la protéine NDP52 en complexe
avec la di-ubiquitine liée a la lysine K63 afin de visualiser la position de 1’acide aminé 248 dans le domaine CC.
Bien que cet acide aminé ne se situe pas dans le domaine UBA de NDP52, d’apres les auteurs, cette analyse
de prédiction de structure indique un rdle possible de cet acide aminé dans la liaison aux chaines d’ubiquitine
(Figure 55 A). Par ailleurs, étant donné que NDP52 lui-mé&me est censé étre modifié post-traductionnellement
et sujet a une dégradation sélective au cours de 1’activation du TLR, ils ont ensuite caractérisé la stabilité de
NDP52 & la suite de I’activation du TLR par le poly(I :C). L’activation du TLR entraine une dégradation de
la protéine NDP52 sauvage (248Val) en fonction du temps. Cependant, cet effet est altéré pour le variant a
risque (248Ala), comme en témoigne la stabilité accrue de la protéine mutée NDP52 (248Ala) en fonction de
la dose et du temps (Figure 55 B) (Ellinghaus et al., 2013). Ainsi, bien qu’Ellinghaus et co-auteurs aient mis
en évidence I’'impact de cette mutation sur la stabilité de la protéine, d’autres études restent nécessaires pour

démontrer si cette mutation entraine une modification de la liaison a I’'ubiquitine.

Les résultats que nous avons obtenus ne montrent aucune différence significative dans la production de
cytokines IL-6 et IL-8 induite a la suite d’une infection par la souche AIEC LF82, entre les cellules HeLa ex-
primant la protéine NDP52 sauvage et celles exprimant la protéine mutée NDP52V41248Ala T 4 divergence entre
I’étude d’Ellinghaus et co-auteurs et la ndtre pourrait s’expliquer par le fait que, contrairement a Ellinghaus et
co-auteurs qui ont utilisé le poly(I :C) pour activer la voie NF-xB, nous avons utilisé un modele d’infection
avec la souche AIEC LF82 qui induirait peut-&tre de facon plus faible I’activation de la voie NF-xB. Nous pour-
rions supposer que dans des conditions pathologiques spécifiques, la charge des AIEC pourrait étre beaucoup
plus importante, avec par conséquence une activation accrue de NF-xB. Dans cette condition, il est possible
que NDP52Val248Ala e hourrait pas diminuer 1’activation de NF-xB. Ainsi, I’implication du variant 2 risque
NDP52Vai248Ala qang I étiologie de la MC doit étre étudiée de maniere plus approfondie en utilisant différents
modeles d’expérimentation. Par la suite, il serait pertinent de tester d’autres temps post-infection et d’autres

MOI (Multiplicity of infection) d’infection par les AIEC dans des différentes lignées cellulaires.

V.3 Identification des facteurs de virulence nécessaires aux AIEC pour échap-

per a I’autophagie par la technique Tn-Seq

Bien que les bactéries intracellulaires soient ciblées par la xénophagie pour €tre éliminées, certaines
d’entre elles développent diverses stratégies pour détourner I’autophagie a leur avantage en sécrétant des fac-
teurs de virulence (Hu et al., 2020). Ces effecteurs leurs permettent d’éviter d’€tre reconnues par la machinerie
autophagique, de limiter 1’induction de ce processus, voire méme de le détourner pour assurer leur propre
réplication (Riebisch et al., 2021). Toutefois, jusqu’a présent, les facteurs de virulence des AIEC impliqués
dans I’échappement a I’autophagie n’ont pas encore été identifiés. Ainsi, I’objectif de cette étude était donc

d’identifier les génes codant pour ces facteurs de virulence par la technique Tn-Seq (transposon sequencing).
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TABLEAU 8 : Facteurs de virulence décrits chez les AIEC impliqués dans la survie en macrophages.

Geéne Description Type de réponse induite Référence
hirA Pe.riplasmic serine endoProtease, Dommages de la paroi ‘
high-temperature requirement L. (Bringer et al., 2005)
(degP) . bactérienne
A stress protein
dsbA Dlsu!flde |n_terchange protein, Stress oxydant (Bringer et al., 2007)
periplasmic oxidorectuctase
gipA Peyer's patch-specific V|r.ulence factor, Acidité (Vazeille et al, 2016)
transposase-like Stress oxydant
hfq RNA-binding protein Multiples stress (Simonsen et al., 2011)
Invasion of brain endothelium
ibeA . Stress oxydant (Cieza et al., 2015)
protein A
ydeO HTH-type transcriptional regulator Acidité (Demarre et al., 2019)
phoP Transcriptional regulatory protein Acidité (Demarre et al., 2019)
rpoS RNA polymerase sigma factor Multiples stress (Demarre et al., 2019)
SpA Phage shock protein A Dommages de la paroi (Demarre et al., 2019)
psp 8 P bactérienne !
dksA RNA polyr_ne.rase-blndlng Multiples stress (Demarre et al., 2019)
transcription factor
recA DNA-binding recombinase protein Dommages a I’ADN (Demarre et al., 2019)
sulA Cell division inhibitor Inhibition de la dIVI‘SI?n cellulaire (Demarre et al., 2019)
Dommages a ’ADN
lexA DNA-binding repressor Dommages a I’ADN (Demarre et al., 2019)
S0xS DNA-binding regulatory protein Stress oxydant (Demarre et al., 2019)
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Le Tn-Seq est une approche qui permet d’étudier les fonctions des génes a 1’échelle du génome entier
via I’insertion aléatoire d’un transposon dans chaque gene du micro-organisme étudié (DeJesus et al., 2017).
Par exemple, chez I’organisme modele Vibrio cholerae, le Tn-Seq a déja été utilisé pour identifier les « house-
keeping genes » (Chao et al., 2013) ainsi que ceux nécessaires pour la colonisation de 1’hote (Fu et al., 2013;
Kamp et al., 2013), la croissance dans différents environnements (Kamp et al., 2013; Moll et al., 2015) et la
survie au stress antibiotique (Dorr et al., 2016). Cette technique a été utilisée trés récemment par Prudent et
co-auteurs pour identifier les genes de la souche AIEC LF82 impliqués dans la survie des bactéries au sein des

macrophages (Tableau 8) (Prudent et al., 2021).

Dans un premier temps, parmi les 3 735 geénes de la souche AIEC LF82, nos résultats ont permis de définir
deux clusters de genes différentiellement représentés entre « 'input » et les cellules HelLa contrdles. Dans
le cluster 1 (2 935 geénes), la majorité des geénes sont sur-représentés dans les cellules HeLa contréles et sous-
représentés dans le cluster 2 (800 geénes), comparativement a « I’input ». De plus, I’analyse « STRING » réalisée
sur ces 800 geénes a révélé que certains d’entre eux ont déja été identifiés, comme les genes impliqués dans la
mise en place du systéme flagellaire. Dans un second temps, parmi les 3 735 geénes de la souche AIEC LF82,
68 d’entre eux sont significativement sous-représentés (cluster 1 avec 29 geénes) ou sur-représentés (cluster 2
avec 39 genes) dans les cellules déficientes pour I’autophagie (cellules déficientes pour ATGI6L1) par rapport
aux cellules controles. Ainsi, les génes du cluster 2 sont les génes potentiellement nécessaires aux AIEC pour
échapper a I’autophagie. D’apres la littérature, bien que la fonction de certains de ces 68 genes ne soit pas
clairement identifiée, aucun d’eux n’a une fonction connue dans I’autophagie, suggérant un nouveau rdle pour

certains de ces genes dans I’autophagie.

En effet, les genes du cluster 1 (29 génes) qui présentent une différence significative la plus élevée entre
les cellules contrdles et les cellules déficientes pour I’autophagie sont les genes yegR, mrdB, flgL, dnaJ et IpxL.
Le geéne mrdB code pour une protéine nécessaire au maintien de la forme en batonnet chez E. coli (Bendezi and
de Boer, 2008; Shiomi et al., 2013). Le geéne flgL code pour une protéine associée au crochet impliquée dans la
structure du flagelle (Fraser et al., 1999) et le géne dnaJ code pour une protéine « heat shock » en réponse a une
augmentation de la température de 30 a 42°C (Arsene et al., 2000; Grudniak et al., 2015). Ensuite, le géne IpxL
code pour une acyltransférase impliquée dans la voie de biosyntheése des lipides A chez les E. coli (Schilling
etal., 2014; Six et al., 2008, 2012). Parmi ces 29 genes, certains sont encore inconnus dans la littérature, comme

vegR, mqo et ydcO, et pourraient étre intéressants a étudier.

Ensuite, parmi les 39 genes du cluster 2, la plupart d’entre eux ont déja une fonction connue, principa-
lement dans les voies métaboliques. Les génes qui présentent une différence significative la plus élevée entre
les cellules contrdles et les cellules déficientes pour 1’autophagie sont les genes secG, ribC, fabD et yajC. Par
exemple, les genes secG et yajC sont impliqués dans un canal qui permet la translocation des protéines a travers

la membrane cytoplasmique d’E. coli (Belin et al., 2015; Miyazaki et al., 2022). Les genes ribC et ribA sont
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FIGURE 56 : Interactions entre I’autophagie et les pathogénes

(A) Heatmap montrant la régulation des différentes phases de 1’autophagie par divers genres bactériens. (B)
Interaction entre les récepteurs de I’autophagie et leurs effecteurs bactériens cibles, qui régulent les différentes
phases de I’autophagie. Les nombres entre parentheéses représentent le nombre total de protéines de 1’autophagie
de I’héte ciblées par I’effecteur bactérien indiqué. L’épaisseur des fleches de p62, NDP52 et LC3 indique le
nombre d’orthologues de I’effecteur bactérien ciblé.
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impliqués dans la voie de biosynthese de la riboflavine chez E. coli (Bereswill et al., 1999; Fu et al., 2023), et
le gene fabD est impliqué dans la voie de biosynthese des acides gras libres (Zhang et al., 2012; Marcella and
Barb, 2017). Peu de geénes sont encore inconnus dans la littérature, comme yadW, ydeS, aec32 et la protéine
band 7, qui pourraient étre intéressants a étudier. Enfin, les fonctions précises de certains geénes sont encore
inconnues, mais quelques articles récents suggerent leur role, comme le géne slyX responsable de la sécrétion
de I’enzyme dégradant I’inuline (Glebov et al., 2011; Mokhonov et al., 2018) et le géne yhcB impliqué dans la

morphologie cellulaire.

En lien avec nos travaux, une étude trés intéressante a révélé que certaines phases de 1’autophagie, comme
I’induction, la formation des autophagosomes et la fusion entre 1I’autophagosome et le lysosome, sont poten-
tiellement régulées par un groupe de pathogenes donné. Il a été observé que les Escherichia spp. ont tendance
a moduler la phase de I’autophagie qui consiste a reconnaitre et adresser les substrats, plutdét que les phases
plus en aval (Figure 56 A) (Sudhakar et al., 2019). Cette observation suggere donc que les AIEC pourraient
contourner I’autophagie majoritairement en régulant cette phase précoce de 1’autophagie. En outre, les auteurs
ont également recherché le chevauchement entre les protéines bactériennes prédites ciblées par 1’autophagie
et les protéines de 1’autophagie potentiellement modulées par cette méme protéine bactérienne. 67 protéines
bactériennes de ce type ont été identifiées, parmi les 2 119 protéines bactériennes prédites pour moduler I’ auto-
phagie (Figure 56 B) (Sudhakar et al., 2019). A I’appui de cette hypothese, il a été constaté que les 67 protéines
provenaient de 18 genres bactériens (sur les 26 testés), témoignant d’une stratégie assez répandue et conservée
parmi les genres bactériens. En effet, certaines des protéines bactériennes identifiées ont des fonctions spéci-
fiquement li€es a la protéolyse (Yhjl, ScpA (C5a peptidase)), a la phosphorylation (PknH (Serine/threonine-
protein kinase PknH), PphB (Serine/threonine-protein phosphatase 2)), et des effets post-traductionnels tels
que le transfert d’ubiquitine (SIrP (E3 ubiquitin-protein ligase)), signifiant que ces bactéries sont capables de

contourner I’autophagie de I’hote (Figure 56 B) (Sudhakar et al., 2019).

Par ailleurs, une étude récente a démontré que les souches pathogenes d’E. coli hébergeant un plasmide
codant pour le facteur de virulence hlyF surproduisent des OMV (outer membrane vesicle) qui empéchent la
fusion autophagosome-lysosome et 1’acidification dans les macrophages, inhibant ainsi leur élimination par la
cellule hoéte (Murase et al., 2016; David et al., 2022). Conformément a cette idée, le fait que la souche AIEC
NRG 857Cc héberge le gene hiyF suggere que les OMV participent activement a la virulence de ces bactéries
pathogenes en favorisant leur survie et leur réplication dans les cellules eucaryotes (McPhee et al., 2014). Ainsi,
les bactéries pathogeénes pourraient exploiter la propriété du facteur hlyF pour empécher leur élimination par

I’autophagie dans les cellules épithéliales et les macrophages.

Ensuite, afin de valider I’'implication de certains génes de la souche AIEC LF82 identifiés grace au Tn-Seq
dans I’échappement a 1’autophagie, il sera nécessaire de générer des mutants isogéniques invalidés pour les

genes identifiés et d’étudier leur interaction avec 1’autophagie dans les cellules hotes. Par ailleurs, a I’avenir, la
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FIGURE 57 : Purification des autophagosomes par la technique APEX2.

Cette technique consiste a (1) générer des cellules HelLa exprimant les récepteurs autophagiques NBR1,
NDP52, p62, OPTN ou TAX1BP1 fusionnés a la péroxydase Apex2. (2) Les cellules sont traitées avec de
la bafilomycine A1, un inhibiteur de la fusion entre I’autophagosome et le lysosome, afin d’enrichir les auto-
phagosomes. (3) Ensuite, les cellules sont traitées avec de la biotine-phénol et de I'H,O,, permettant ainsi la
biotinylation des substrats a proximité du systeme Apex2. (4) Les cellules sont ensuite homogénéisées, puis trai-
tées avec de la protéinase K, qui digere toutes les protéines qui ne sont pas protégées par une double-membrane,
c’est-a-dire hors d’un autophagosome. Cette étape de digestion permet d’enrichir spécifiquement les protéines
biotinylées par le systtme Apex2. (5) Les autophagosomes sont ensuite lysés avec du Triton X-100 et incubés
avec de la Streptavidine-Agarose pour récupérer les protéines biotinylées. Les échantillons sont soumis & une
digestion tryptique en solution et a une analyse par spectrométrie de masse afin d’identifier le contenu des au-
tophagosomes. Adaptée de (Zellner et al., 2021).
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technique Tn-Seq pourra permettre de répondre a différentes questions scientifiques selon les genes observés,
tels que s’intéresser aux genes impliqués dans la survie intracellulaire, ou encore identifier de nouveaux genes

impliqués dans 1’adhésion et/ou I’'invasion de la souche AIEC LF82.

Enfin, il serait intéressant d’identifier les facteurs de virulence des AIEC potentiellement ciblés par les
récepteurs autophagiques en s’appuyant sur une technique développée par Zellner et co-auteurs (Zellner et al.,
2021). Brievement, cette technique consiste a générer des cellules HeL.a exprimant les récepteurs autopha-
giques NBR1, NDP52, p62, OPTN ou TAX1BP1 fusionnés a la péroxydase Apex2. Dans un premier temps,
les cellules seront traitées avec de la bafilomycine Al, un inhibiteur de la fusion entre 1’autophagosome et le
lysosome, afin d’enrichir les autophagosomes. Ensuite, les cellules seront traitées avec de la biotine-phénol et
de 'H,0,, permettant ainsi la biotinylation des substrats a proximité du systeme Apex2. Les cellules seront
ensuite homogénéisées, puis traitées avec de la protéinase K, qui digeére toutes les protéines qui ne sont pas
protégées par une double-membrane, c’est-a-dire hors d’un autophagosome. Cette étape de digestion permet
d’enrichir spécifiquement les protéines biotinylées par le systeme Apex2. Les autophagosomes seront ensuite
lysés avec du Triton X-100 et incubés avec de la Streptavidine-Agarose pour récupérer les protéines biotinylées.
Les échantillons seront soumis a une digestion tryptique en solution et a une analyse par spectrométrie de masse
afin d’identifier le contenu des autophagosomes (Figure 57) (Zellner et al., 2021). Ainsi, cette technique nous
permettrait d’identifier les protéines bactériennes ciblées par les récepteurs autophagiques lors d’une infection

par les AIEC.
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FIGURE 58 : Schéma bilan de mon travail de thése.

(1) Lautophagie est un mécanisme de défense de I’hote, induit dans les cellules infectées par des bactéries
AIEC, qui permet la dégradation des bactéries intracellulaires. p62 et NDP52 sont des récepteurs autopha-
giques impliqués dans le controle de la réplication intracellulaire de la souche AIEC LF82 et de I'inflammation

induite par ces bactéries. (2) Concernant le role du variant a risque NDP52"/2484la

associé a une susceptibi-
lité¢ augmentée de développer la MC, nos résultats suggerent que ce variant n’impacte pas I’élimination de la
souche AIEC LF82. (3) Enfin, certains pathogeénes intracellulaires, dont les AIEC, développent diverses stra-
tégies pour échapper a I’autophagie. Nos résultats ont révélé que 68 genes sont différentiellement représentés
entre les cellules HeLa controles et les cellules HelLa déficientes pour 1’autophagie, suggérant ainsi que certains

de ces geénes sont nécessaires aux AIEC pour échapper a I’autophagie.



Conclusion générale

Des études menées par le laboratoire ont révélé que 1’autophagie, un mécanisme de défense crucial de
I’hote contre les pathogenes intracellulaires, est induite lors d’une infection par les bactéries AIEC. Toutefois,
les AIEC sont capables de contourner le processus autophagique via différents mécanismes et, ainsi, de se
répliquer dans les cellules hotes. Dans ce contexte, 1’objectif de mes travaux de these était d’identifier les
récepteurs autophagiques responsables de la reconnaissance des AIEC, ainsi que les génes nécessaires aux

AIEC pour échapper a I’autophagie.

Le 1°f axe de mon travail de thése a montré que la déficience de p62 ou NDP52 dans les cellules HelLa
entraine une augmentation de la réplication intracellulaire de la souche de référence AIEC LF82 et de la pro-
duction de cytokines pro-inflammatoires. L’analyse par microscopie confocale a révélé la colocalisation de p62
ou NDP52 avec la bactérie AIEC LF82 et la protéine LC3, un marqueur de 1’autophagie. Ainsi, nos résultats
suggerent que p62 et NDP52 agiraient comme des récepteurs autophagiques pour contrdler la réplication in-
tracellulaire des AIEC. De plus, nous avons étudié 1’impact d’un polymorphisme du gene NDP52 associé a
une susceptibilité augmentée de développer la MC, appelé NDP52"/248Ala gy le controle des AIEC. Aucune
différence n’a été observée dans le nombre de bactéries AIEC LF82 intracellulaires entre les cellules HeLa
exprimant le variant i risque NDP52"¢/24841a et celles exprimant Ialléle sauvage, suggérant un autre role de ce
variant, probablement dans le contrdle de I'inflammation (Figure 58). Par la suite, il serait également intéres-
sant d’étudier le rdle de ce variant sur le contr6le de la réplication intracellulaire des AIEC et de la réponse

inflammatoire dans les macrophages.

Le 2°™ axe de mon travail de thése visait 2 identifier les génes nécessaires aux AIEC pour échapper 2
I’autophagie par la technique Tn-Seq. Les résultats obtenus ont permis d’identifier 68 genes différentiellement
représentés entre les cellules HelLa controles et les cellules HeLa déficientes pour I’autophagie. Les génes
sur-représentés dans les cellules HelLa déficientes pour 1’autophagie par rapport aux cellules controles, sont
les genes potentiellement nécessaires aux AIEC pour échapper a I’autophagie (Figure 58). Ainsi, la suite de
cette étude consistera a générer des mutants isogéniques invalidés pour des geénes identifiés et d’étudier leur

interaction avec I’autophagie dans les cellules hotes.

En conclusion, I’ensemble de ces travaux contribuent a la compréhension des divers aspects de 1’interac-
tion entre les cellules hote et les bactéries AIEC associées a la MC et permettront, a I’avenir, d’identifier de

nouvelles cibles thérapeutiques pour limiter la virulence des AIEC.
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Ma These en 180 secondes

Je souhaite conclure mon manuscrit de thése avec la planche qui a été réalisée par Anne Bernardi (illustratrice
scientifique) lors de la finale clermontoise du concours « Ma These en 180 secondes », a laquelle j’ai participé
en mars 2023. Cette planche permet d’illustrer et de vulgariser mon sujet de these, ainsi que de garder un
souvenir scientifique de mon passage sur scéne, qui a été filme et que vous pouvez retrouver sur Youtube !
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Résumé

La maladie de Crohn (MC) est une maladie inflammatoire chronique de I’intestin, dont I'étiologie est
multifactorielle. Elle résulte de l’interaction complexe entre des prédispositions génétiques, des facteurs
environnementaux et des altérations de la composition du microbiote intestinal, induisant une dérégulation du
systéme immunitaire intestinal. A ce jour, la MC est incurable, seuls des traitements visant a soulager les
symptomes et & prévenir les récidives et complications sont disponibles. Chez les patients atteints de la MC, une
augmentation de la prévalence de souches particuliéres d’Escherichia coli, appelées les AIEC (adherent-
invasive E. coli), a été rapportée. Les AIEC sont des pathobiontes capables d’adhérer et d’envahir les cellules
épithéliales intestinales ainsi que de se répliquer en macrophages sans induire la mort cellulaire, entrainant une
réponse immunitaire dérégulée. Par ailleurs, des études ont montré que plusieurs polymorphismes dans les
genes de l'autophagie (ATGI6L1, IRGM, ULK1, etc.) sont associés a un risque augmenté de développer la MC.
L'autophagie est un processus essentiel au maintien de I'homéostasie cellulaire permettant la dégradation et le
recyclage de composants cytoplasmiques et de pathogénes via le lysosome. Toutefois, certains pathogenes
intracellulaires développent diverses stratégies pour échapper a la dégradation par 1’autophagie. Dans ce
contexte, I’objectif de mes travaux de thése était d’identifier les récepteurs autophagiques responsables de la

reconnaissance des AIEC, ainsi que les génes nécessaires aux AIEC pour échapper a I’autophagie.

Le 1¢r axe de mes travaux de thése a montré que la déficience de p62 ou NDP52 dans les cellules HeLa
entraine une augmentation de la réplication intracellulaire de la souche de référence AIEC LF82 et de la
production de cytokines pro-inflammatoires. L’analyse par microscopie confocale a révélé la colocalisation de
p62 ou NDP52 avec la bactérie AIEC LF82 et la protéine LC3, un marqueur de ’autophagie. Ainsi, nos
résultats suggeérent que p62 et NDP52 agiraient comme des récepteurs autophagiques pour contrdler la
réplication intracellulaire des AIEC. De plus, nous avons étudié I’impact d’un polymorphisme du géne NDPS52
associé a une susceptibilité augmentée de développer la MC, appelé NDP52Val2484la_ gur le controle des AIEC.
Aucune différence n’a été observée dans le nombre de bactéries AIEC LF82 intracellulaires entre les cellules
HeLa exprimant le variant a risque NDP52"@/2484la ¢t celles exprimant 1’alléle sauvage, suggérant un autre role

de ce variant, probablement dans le contréle de 1’inflammation.

Le 2°m axe de mes travaux de thése s’est concentré sur I’identification de génes nécessaires aux AIEC
pour échapper au contrdle par I’autophagie en utilisant la technique Transposon Sequencing (Tn-Seq).
Briévement, une banque de mutants de la souche AIEC LF82 a été créée de maniére « saturée », ¢’est-a-dire que
chacun des génes du génome bactérien a été interrompu par au moins un transposon, conduisant a son
invalidation. Cette banque de mutants a été utilisée pour infecter des cellules HeLa contrdles et déficientes pour
’autophagie. A 24h post-infection, PADN des mutants a été extrait et les sites d’insertion du transposon
déterminés par séquencage ont permis d’identifier 68 genes différentiellement représentés entre nos deux
conditions. Les génes sur-représentés dans les cellules HeLa déficientes pour 1’autophagie par rapport aux
cellules controles, sont les génes potentiellement nécessaires aux AIEC pour échapper a I’autophagie. Ainsi,

cette étude permettrait d’identifier de nouvelles cibles pour limiter la virulence des AIEC.

En conclusion, ces travaux contribuent a la compréhension des divers aspects de I’interaction entre les
cellules hotes et les bactéries AIEC associées a la MC et permettront, a l'avenir, de mieux caractériser la

pathogenése de cette maladie.

Mots clés : Maladie de Crohn, adherent-invasive E. coli, autophagie, récepteurs autophagiques, Tn-Seq.
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