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Résumeé

La vaginose bactérienne (VB) est une infection tgémibasse considérée comme une dysbiose de la
flore vaginale, avec diminution des lactobacilla®tgcteurs et colonisation par une flore poly-
microbienne anaérobie, au sein de laquelednerella(G.) vaginalistient un réle prépondérant. Les
probiotiques, dont ld_actobacillus rhamnosud.cr35, trouvent une bonne indication dans cette
pathologie, en permettant de restaurer la floranedg et de diminuer le taux de récidive des VB,
probleme récurrent survenant apres traitementiatitjbe du fait de la persistance d’une altératien

la flore. Cependant, 'effet de ces bactéries bigunég sur le systéme immunitaire, bras armé de
I'organisme dont le but est de nous défendre camtrgrand nombre d’attaques extérieures, notamment
infectieuses, est mal connu. Les cellules dendetgDC) jouent un réle critique dans ce systeme en
orchestrant les réponses immunitaires adaptatigEspgenes ou inflammatoires. A I'état immature,
ces cellules assurent la surveillance et la priotedes muqueuses, notamment intestinales et dagjna
par la reconnaissance de produits microbiens,Ad4FPvia leurs récepteurs membranaires appelés les
PRR. Une fois I'antigene microbien capté, les D@issent un processus de maturation et s’activent,
permettant ainsi la polarisation lymphocytaire TACBt la génération des sous-populations effectrices
Thl, Th2 et Th17 ou tolérogénes, les T régulatéviobjectif de ce travail était donc d’'étudiier vitro,

sur une large gamme de concentrations, les préprigbmunomodulatrices différentielles &
vaginaliset du Lcr35 sur les réponses des DC et lymphaeylaiafin de mieux caractériser les effets
propres a chaque souche et de confirmer ou noer@nence, d’'un point de vue immunologique,
d'utiliser ce probiotique dans le traitement devdginose bactérienne. Par microscopie électronique,
nous avons montré qu@. vaginalisréduisait les capacités d’internalisation des DCfa@mant des
amas, induisant une faible maturation de ces esllat une faible sécrétion de cytokines anti- et pr
inflammatoires, en testant un large panel par teldgie Luminex. De méme, sur les lymphocytes T,
G. vaginalisinduisait peu de prolifération et sécrétion deokites. Prises ensemble, nos données
indiquent queG. vaginalispossédenin vitro des propriétés immunomodulatrices peu intenseseont
les DC et les lymphocytes T, induisant une répamft@mmatoire de bas grade, qui pourrait, de maniér
intéressante, bien concorder avec la cliniqgue qtide la VB, par nature peu inflammatoire. Au
contraire, le Lcr35 est fortement internalisé garDC conduisant a une maturation dose-dépendante e
une sécrétion significative de cytokines essestiedint pro-inflammatoires (IFW- TNF-...). La
prolifération lymphocytaire est significativementgaentée aux faibles concentrations de Lcr35, avec
un pic a 18 CFU/mL associé a une production d’'IRiNeytokine pro-Th1l et a une activation maximum
de I'IDO. Le Lcr35 semble ainsi posséder des pétps immunostimulatrices importantes et pourrait
ainsi induire une réponse pro-inflammatoire, prd-THPour conclure, ce profil pourrait donc
potentiellement étre efficace pour lutter localetrmontre les effets d&. vaginalis,en restorant une
réponse inflammatoire au niveau vaginal de meiequalité. Cette hypothése, que nous avons
dénommée « effet Booster » reste a confirmer dasgtlides complémentaires a la foisitro, chez
I'animal, et cliniques. Dans un futur proche, nausns ainsi prévu de réaliser de nouvelles expeégEn
dans lesquelles nous étudierons I'effet de ces tautéries dans un modele de polarisation autologue
a partir de DC et de lymphocytes CD#Rifs, les voies de signalisation intracellul@ngliquées dans

les résultats observeés, I'effet de la co-incubaties deux bactéries sur ces mémes cellules et enfin
I'effet de la composante épithéliale grace a dedéates Transwell® associant les cellules épithdiale
aux cellules immunitaires.






Abstract

Bacterial vaginosis (BV) is a low genital infectioonsidered as vaginal flora dysbiosis, with priitec
Lactobacillus decreased and an anaerobic poly-microflora coébioir, within Gardnerella (G.)
vaginalisas a major role. Probiotickactobacillus rhamnosuiscr35 included, have a good indication
in this pathology, allowing vaginal flora restomtiand decreased BV recurrence rate, one of ther maj
problem of this dysbiosis that appears after aibimtic treatment due to flora alteration persis&n
However, bacterial effects on immune system, wigcéll is to defend against lots of attacks, infedio
ones included, is scarcely known. Dendritic cdl}€) play a critical role in this system orchestrgti
adaptive immune response, tolerogenic or inflammyaines. At the immature states, DCs mositord
protects mucosae (especially intestinal and vaginas) recognizing microbial products called PAMP,
via their membrane receptors, called PRR. Once, theolyial antigen captured, DCs are activated and
start a maturation process, which permits CD4ells polarization and effectors T cells, Thh2Tand
Th17 or tolerogenic T cells, Treg, generation. Ti@n objective of this work was to study vitro,
over a wide range of concentratiofs,vaginalisand Lcr35 immunomodulatory properties on DCs and
T cells response (Lymphoblastic transformation &t mixed leucocyte reaction) in order to better
characterize specific strains effects and to confin an immunological perspective, the relevarfce o
using this probiotic in BV treatment. By Electromcnoscopy, we showed th&t vaginalisdiminished
DCs internalization capacity by forming clusterausing a slight maturation of these cells and also
slight anti- and pro-inflammatory cytokines seaetby Luminex technology. Similarly, about T cells,
G. vaginalisinduced few proliferation and cytokines secretiditogether, our data suggests tlat
vitro G. vaginalispossesses weak immunomodulatory properties agalstand T cells, inducing a
low grade inflammatory response, which interestinglight be tied in to the atypical clinical sigofs
BV, which being almost non-inflammatory is a spedy. On the contrary, Lcr35 is well internalized
by DC causing a dose-dependent maturation andnéfisamt essentially pro-inflammatory (IFiN-
TNF-a...) cytokines secretion. Lymphocytic proliferatiois, significantly increased at low Lcr35
concentrations reaching a peak at C&EU/mL which is associated with IFNproduction, a pro-Thl
cytokine. Thus, Lcr35 seems to have important impstimulatory properties and might induce a pro-
inflammatory and pro-Thl response and a maximum H2@vity. To conclude, this profile might
potentially be locally efficient againgk. vaginalis effects, restoring a better quality vaginal
inflammatory response. This hypothesis, we nanbeds$ter effect” has to be confirmed withvitro,
animals modelndin vivo complementary studies. Some complementary new iexests have been
planned in the near future, in which we will stuthe effect of these two bacteria in an autologous
polarization model from DCs and naive CDH cells, intracellular signalization involved imgwious
results, the effect of these two bacteria co-intohaover these cells and finally the effect of the
epithelial component through the TransWwetiodel whiwh associates apithelial to immune cells.
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Avant-propos

Les cellules dendritiques (DC) sont des cellulés@ntatrices d’antigénes qui jouent un
rble majeur dans l'orchestration de la réponse imtaire adaptative en induisant de la
toléerance ou de l'inflammation. Les DC immaturesidént dans les muqueuses des tissus
périphériques et dans le sang ou, elles survelllemtéironnemenvia de nombreux récepteurs
nommeés PRR (Pattern Recognition Receptor). Il exlstnombreux PRR comme les TLR, les
CLR et les NLR qui reconnaissent des composés hiame présents sur leur surface comme
des sucres, mais aussi au sein des microorgansonawe de '’ADN ou de I'ARN, appelés
plus généralement des MAMP (Microbes-Associatedddalar Pattern). Cette stimulation
antigénique conduit a la maturation des DC, détegmpar la modification phénotypique de la
cellule, avec diminution de la quantité des PRR {BIGN, TLR...) et augmentation de la
guantité des molécules de co-stimulation (CD86, 8DBa leur surface. L'activation des DC
se fait par plusieurs MAMP se fixant sur différeRRR, ce qui module leur différenciation et
qui, dans un deuxieme temps détermine la polavisales lymphocytes T (Ly T) en, Thl, Th2,
Th17 ou T régulateur (Treg). L'un des facteurs migale cette polarisation est la sécrétion de
cytokines par les DC. La production d’IL-12, induite polarisation vers les Thl, la sécrétion
d’IL-4 vers les Th2, la synthése d’'une combinaiddh-1p, d’IL-6 d’'IL-23 et de TGFB vers
les Th17, et la production d’IL-10 ou de T@Hpar les DC induit des Ly Treg.

Des muqueuses comme celles de I'intestin ou dinsamnt continuellement exposées
a des centaines voire des milliers d’especes hewti#s commensales faisant parties des flores
intestinales et vaginales. Pourtant, dans des tionsgliphysiologiques, il n’'y a pas ou peu
d’'inflammation induite a la barriére épithélialee Isysteme immunitaire, dont les DC, qui
peuvent étre en contact direct avec les bactéréee@u prolongement de leurs dendrites entre
les cellules épithéliales, est capable de distintegebactéries commensales, des pathogenes,
et d’induire une réponse tolérogene. Parmi ce®bastcommensales il existe des lactobacilles,
connus pour avoir des effets bénéfiques sur laésaomaine qui sont utilisés comme
probiotique. Dans le but de comprendre les effaesgpuvent avoir ces probiotiques, il existe
de nombreuses études ayant pour sujet la répomaariitaire induite par des lactobacilles.
Chaque souche a des effets différents. Ceci penpluer entre autre par une composition
différente de leur membrane (MAMP), agissant aasidifféerents PRR, et modulant la réponse
des DC de facon spécifique. La réponse des DC westi anodulée par la concentration
bactérienne & leur contact. En effet, les effetsvivo des probiotiques sont généralement

observés aprés une consommation quotidienne, sarggaors un effet important de la dose
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ingérée. Le Lcr35 est ubactobacillus rhamnosuproduit a Aurillac, commercialisé depuis
plus de 50 ans et utilisé comme probiotique ailg ftans la sphere intestinale pour lutter contre
les diarrhées post-antibiotique, mais aussi dansplg&re vaginale pour lutter contre les
récidives de vaginose bactérienne. Cela fait plusiannées que le laboratoire d’Immunologie
des Facultés de Médecine et de Pharmacie de Cleffeorand s’intéresse aux réponses du
systeme immunitaire vis-a-vis du Lcr35.

Plus récemment, le laboratoire a commencé a sdisgér a I'utilisation du Lcr35 dans
la vaginose bactérienne et dans la compréhensenettie pathologie. Elle correspond a une
modification de la flore normale composée essdaftiant de lactobacilles en une flore
polymicrobienne anaérobie ddat vaginaligoue un réle majeur. Cette modification de la flore
est appelée dysbiose. Il existe peu de connaissaooeernant la réponse immunitaire induite
par cette dysbios&. vaginalisétant la bactérie la plus abondante au niveau ablgirs d'une
vaginose bactérienne, nous avons décidé d'étudieéponse immunitaire associée a cette
bactérie, en paralléle de I'étude sur le Lcr35.iCeéans le but de comprendre si les effets
bénéfiques du Lcr35 dans le traitement secondaireette pathologie peuvent étre dus a une
réponse adaptée du systeme immunitaire.

Durant ma thése j'ai donc étudié le comportememhumomodulateur du Lcr35 et de
G. vaginalis Pour cela, nous avons développé des modelesimegudauxin vitro, impliquant
les cellules effectrices du systeme immunitaire,X et les Ly T, ce qui nous a permis de

déterminer le caractere pro- ou anti-inflammatdae réponses générées par ces deux bactéries.

Dans une premiere partie introductive, nous alldiabord détailler les différentes
étapes de la réponse immunitaire, depuis la capiesanicro-organismes par les DC jusqu’a
la production des sous-populations de Ly T engesdr&nsuite, 'accent sera mis sur les
probiotiques, leur grande diversité, les effetsntmnsur le systeme immunitaire ainsi que les
pathologies dans lesquels ils sont utilisés, tautaesant une partie dédiée au Lcr35. Enfin, le
dernier chapitre de cette revue de la littératera dédié a la muqueuse vaginale, la flore et les
cellules immunitaires qui la composent en conditpdrysiologique et lors de la vaginose
bactérienne.

La deuxieme partie exposera les résultats obtenusurs de cette thése au travers de
deux articles. Le premier article publié en 201@iapour but d’analyser les effets &
vaginalis sur les DC et sur la proliféeration lymphocytairk. est intitulé ‘Slight pro-
inflammatory immunomodulation properties of dendrdells by Gardnerella vaginalis: The
“invisible man” of bacterial vaginosiset a été publié dans la revudotirnal of Immunology






Research(Bertran et al., 2016). Le second, bientét souané pour but d’identifier les effets
in vitro du Lcr35 sur les DC ainsi que sur la réponse lyooptaire.
La troisieme partie consistera en une discussémemgle du travail accompli, avant de

conclure et de développer quelques perspectivesesgantes.
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Chapitre 1 : le systeme immunitaire adaptatif, ded cellule dendritique a la
réponse T

1. Les cellules dendritiques, diversité et classifon

Les premiéres cellules dendritiques (DC) ont é&eovées par Paul Langerhans en 1868
au niveau de la peau (Langerhans, 1868). Ces e=lhdrtent aujourd’hui son nom. Cent ans
plus tard, Steinman et Cohn découvrent des celkdesblables dans la rate de souris. Ces
cellules ont une forme particuliere avec de longslgmgements cytoplasmiques qu’ils
appellent dendrites, permettant de les différentées monocytes et des macrophages et sont
des lors appelées cellules dendritiques (SteinmdrCahn, 1973) (Steinman and Cohn, 1974).
lls découvrent que les DC sont des cellules présgcgs d’antigene (CPA) professionnelles
ayant un réle majeur dans la mise en place dédeattce aux antigénes du soi et dans la défense
du corps humain contre les infections. Il a doncessité plus de 100 ans pour découvrir la
fonctionnalité des cellules découvertes par P. edmans. Les DC sont rares, elles représentent
1 & 2 % des leucocytes totaux et se retrouvent tdaisdes compartiments de I'organisme. En
effet, elles sont retrouvées dans le sang, la lanjghthymus, la moelle osseuse, les organes
lymphoides secondaires mais aussi dans le derépegdérme, dans les muqueuses et dans les
organes comme le cceur, les poumons, les reinmieskin. Elles ont un réle primordial dans
la réponse immunitaire de par leur capacité a cdpseantigénes et a induire une réponse
spécifique des lymphocytes T (Ly T). Les DC immatuont le rble de sentinelles, dispersées
dans la peau et les muqueuses, surveillant le emgirmnnement et captant une multitude
d’antigenes grace a un grand nombre de réceptaors,que les DC matures ont pour rble de
dégrader les antigénes captés et de présenteeptislgs antigéniques générés aux Ly T. Il
existe difféerentes lignées de DC, les DC myéloimesonventionnelles (cDC ou c¢DC) sont
généralement opposées aux DC plasmacytoides (pDeie classification fera I'objet du
paragraphe suivant. Durant les vingt derniéres es)nié a été difficile de caractériser ces
différentes sous-populations de DC et de proposerdlassification claire et consensuelle.
Cette classification ne fait d'ailleurs toujoursp@abjet d’'un consensus. En effet, certaines de
ces DC ont des localisations et des fonctions miffies mais expriment des mémes marqueurs
de surface. Cette classification des sous-populsitie DC est tres changeante en fonction des
nouvelles découvertes et reste un sujet d’'actupditéd de nombreuses équipes de recherche.
Beaucoup d'études ont été effectuées sur les marguies sous-populations de DC chez la

souris. Il y en a eu beaucoup moins chez 'Homnependant le paralléle entre les sous-
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populations de DC murines et humaines commenceeacéhnu tout en restant incomplet
(Segura, 2016). Néanmoins, comme dans ce travmik n'avons pas développé de modéles
animaux, les sous-populations majeures de DC sekérrites chez I'humain et seulement
comparées phénotypiquement avec celles de la shagsous-populations seront tout d’abord
brievement présentées en fonction de leur loca@isadu sein de l'organisme puis plus

précisément en fonction de leur phénotype.

1.1. Ontogénie des cellules dendritiques

L'ontogénie des DC a beaucoup évolué depuis upairgi d'années, et beaucoup
d'interrogations a ce sujet restent en suspens.O@sont une demi-vie courte et sont

constamment renouvelées, comment sont-elles daaltipes ?

Il y a trois niveaux de précurseurs pour aboutiea DC (Figure 1). Les précurseurs précoces
sont dérivés de cellules souches hématopoiétiqi@bl). Ce sont les précurseurs myéloides
communs (CMP) et les précurseurs lymphoides comr€inB). Tous deux, s'ils sont Ft3L
(Fms-like tyrosine kinase 3 ligand) peuvent engendtes DC. Cependant, les CLP ne
participent que faiblement au renouvellement despfphériques. Dans la lignée myéloide,
le précurseur intermédiaire commun aux DC, estEPMMacrophage Dendritic Progenitors)
(Fogg et al., 2006; Schraml and Reis e Sousa, 2@&p)endant, bien qu’accepté par une
majorité de la communauté scientifique, ce préeaursemmun est remis en question (Sathe et
al., 2014). En effet, d’apres cette étude il ex&étaleux précurseurs intermédiaires, un pour la
lignée des macrophages et I'autre pour les cDMEL A l'inverse, une étude datant de 2015
a pu montrer grace a de la transcriptomique queaestéristiques du lignage des cDC étaient
présentes dans le transcriptome des MDP (Schétzar, 2015a). Au cours du développement,
il y a séparation entre la lignée monocytaire diglaée dendritique sous l'action respective de
M-CSF et de Ft3L. Le nouveau précurseur de la égdéndritique est le CDP (Common
Dendritic cell Progenitors). Ce précurseur peutesaant se différencier en pDC et en pré-cDC
sous l'action de Ft3L. Le CDP est donc le premiécprseur situé dans la moelle osseuse dédié
uniquement a la formation de pDC et de cDC. A pstant les monocytes, pDC et pré-cDC
passent dans la circulation sanguine. La difféeroni finale des pré-cDC se fait au niveau
périphérique. Le pré-cDC aboutit alors a 2 lignéistinctes les cDC/CDIc¢ou cDC2) et les
cDC/CD1471 (ou cDC1) (Breton et al., 2015). Ces trois lighée différencient de leur
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Figure 2. Renouvellement des cellules de Langerhans en condits inflammatoires.

(D’aprés Collin and Milne, 2016). Le recrutemenmtrisitoire des monocytes de maniére CCR2
et CCR6 dépendante est tributaire de la présendd-@8F. Il est suivi par une repopulation
du réseau de LC a long terme dépendante d’ld2ta& gam précurseur non caractérisé. Flt3 et
la B-caténine sont aussi impliqués dans cette repapulationg terme des LC.



précurseur grace a trois facteurs de transcripte2,2 (pDC), IRF4 (cDC2) et Batf3
(cDC1)(Cisse et al., 2008; Poulin et al., 2012;li&ddr et al., 2013).

Les monocytes, en condition d’inflammation peuvsatdifférencier en DC inflammatoires
(Guilliams et al., 2014, Liu et al., 2009; Meradaét 2013). Ces cellules généréesivolors
d’'une inflammation sont phénotypiquement proches dellules dendritiques dérivées de
monocytes géeneréasvitro (Brisefio et al., 2016).es cellules de Langerhans (LC) proviennent
d'une lignée différente des pDC et cDC. Pour cestaauteurs, les LC ont une origine
embryonnaire (tout comme certains macrophages ideas} et ne dériveraient pas de
progéniteur des DC (Schuster et al., 2012). CéglesIplutdt proches des macrophages seraient
capable de s’auto-renouveler durant toute la vialesence d’'inflammation sous contréle du
TFG (Kanitakis et al., 2011; Kel et al., 2010). Cepamigllors d’une inflammation, il pourrait
y avoir deux vagues de reconstitution des LC réarpére a partir de monocytes, la deuxiéme
plus tardive a partir d'un précurseur des DC (@adind Milne, 2016) (Figure 2).

1.2. Sous-populations de cellules dendritiques

Les DC sont principalement situées dans troislikai#ons, a savoir le sang, les tissus
non lymphoides et les tissus lymphoides. Dansroeslbcalisations, sont retrouvées des DC
exprimant les mémes marqueurs membranaires (@stdi#ins la partie suivante) mais n’ayant

pas les mémes fonctions (Tableau 1).

- Les DC du sang, sont souvent immatures et cérésd comme des précurseurs des
DC retrouvées dans les tissus et les organes lyitphsecondaires. Les DC ont d’abord été
identifié dans le sang grace aux BDCA (Blood Deti@l€ell Antigen). Il existe les BDCA 1,
2, 3 et 4 caractéristiques de sous-populations@ells BDCA 1 sont les cDC2, les BDCA3
sont les cDC1 et les BDCA 2 et 4 sont les pDC.

- Les DC des tissus non lymphoides correspondextl¥C actives ayant comme
précurseur les DC du sang. Elles sont dites migestoelles captent les antigénes dans les
tissus et migrent vers les ganglions lymphatigasglus proches. Il existe des sous-populations
caractéristiques des tissus dans lesquels ellépsEsentes. Par exemple, au niveau de la peau

on distingue les LC des DC dermiques.



Tableau 1 Comparaison des Phénotypes humain et murin des prirpales cellules

dendritiques.

Marqueurs

d'identification

humains

Equivalents

murins

Localisation

Lin®
HLA-DR®
cpilc

CD123/w
CD141* (BDCA3)
XCR1*

+
cDC1 R
TLR 1-3-6-B+

Lin™

HLA-DR*

cDiict
® CD123aw

CD1ct(BDCA1)

CD1a*

Sirpat
cDC2 CX3CR1Y

TLR 1 a8t

CD1237
Chllc
CD303* (BDCA2)
CD304% (EDCAY)
pDC TLR 7 et g+

CD207
E-cadhérine®
ChDialew

CDE"
CD103+
Batfa~
CD2057
Langerine”
¥CR1*
CLECDA*

cD11b?
IRF4*
cDza®
cD4*
Sirpat
CX3CR1*

SiglecH
BSTLy6C2

F4/80
CD205

Sang

Ganglions
lymphatigues
(migratoires et

residentes)

Tissus périphériques

sang

Ganglions
lymphatigues
{migratoires et

résidentes)

Tissus periphériques

Sang
Ganglions
lymphatigues
(résidentes)
Tissuﬁipéﬁghériquﬁ
lors d'une
inflammation
Ganglions
lymphatigues
{migratoires)
Tissus périphérigues



- Les DC résidentes sont présentes dans les tigsymhoides. Dans ces tissus, sont
retrouvées a la fois les DC migratoires venanefldrprésentation d’antigene ainsi que les DC

résidentes. Les deux types de DC sont souventiteia séparer.

Dans ces tissus, les sous-populations de DC pesssoit en partie différentes en fonction des
conditions homéostasiques ou inflammatoires degdinisme. De plus, lors d'une
inflammation, il y a 'apparition d’une nouvellesspopulation, dérivée de monocytes, les DC

inflammatoires.

1.2.1. Les DC classiques
1.2.1.1 Les cellules myéloides

Les cDC sont CD1%¢CD123", CD123 étant un marqueur spécifique des pDC. Les
monocytes expriment aussi le CD11lmais les cDC n’expriment ni le CD14, ni le CD16,
exprimé par les monocytes. Il existe deux typesedieiles myéloides, les CD1@BDCAL ou
cDC2) et les CD141(BDCAS3 ou cDC1). Dans le sang, la stratégie decéi&n de ces deux
sous-types de cellules myéloides est la suivantdles e sont [liWHLA-
DR*/CD11¢/CD123°“/CD1¢" DC ou, lin/HLA-DR*/CD11¢/CD123°V/CD141" DC. Ces
sous-populations humaines correspondent respedivieamx sous-populations CDIIRF4
DC et CD8/CD103/Batf3" DC murines (Bachem et al., 2010; Schlitzer e24l1,3). Ces deux
sous-types de DC sont retrouvés dans le sang esl st présentes sous forme immature et
seraient les précurseurs des DC actifs retrouvaas ks tissus et les organes lymphoides

secondaires.
Les CD1¢cDC (cDC2):

Au niveau du derme, elles expriment le marqueut & Bont migratoires et capables de
stimuler des Ly T naifs (Angel et al., 2006). Eléesdifférencient des cellules de Langerhans
(LC) par une plus forte expression en CD1a et abe d’expression de la Langherine (CD207)
et de I'E-cadhérine (Klechevsky et al., 2008). £¥®nt plus activées en termes d’expression
de CD80, CD83, CD86 et CD40 que leur précurseuylsan.

Au niveau de l'intestin, elles sont CDITSirpo" (Watchmaker et al., 2014).

Cette sous-population de DC est I'équivalent hunda@is sous-populations bien connues chez
la souris : CD110IRF4" DC (Bachem et al., 2010; Schlitzer et al., 2013).

Dans les ganglions lymphatiques, elles prennenbia de cellules interdigitées de la

zone T. Ce sont souvent des cellules ayant migtégesissus non lymphoides. Les amygdales
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et la rate contiennent aussi des cDC2 ce qui $&ggifie certaines cDC2 sont résidentes et

proviennent directement du sang.

Ces DC sont trés bien équipées en PRR (PattermgRigion Receptor), a la fois TLR
(Toll-Like Receptor) (TLR 1-8) et récepteurs dedypctine C (CLR) (Hémont et al., 2013) (Cf
chapitre 1.4). Grace a cela, elles peuvent rectnrenane grande variété d’antigenes, qu’ils
soient d’origine bactérienne, fongique, virale..leElstimulent de facon efficace les Ly T CD4
naifs mais ont une capacité moindre que les CDa4aire de la présentation croisée aux Ly T
CD8 (Bachem et al., 2010). En condition homéostesites cDC2 activent les Ly T CDva
le CMH (Complexe Majeur d’Histocompatibilité) deaske Il et les orientent vers un profil
toléerogéne mais aussi de type Th17 (Coombes 2Q07; Watchmaker et al., 2014). DG a la
grande plasticité de ces sous-populations lymplaireg, les cDC2 ont un rdle dans la
régulation intestinale de 'homéostasie Treg/THah(itzer et al., 2015a). Lors d’une infection
les cDC2 sont spécialisées dans la réponse aupgeaths extracellulaires qui requiere des
Th17 et des Th2 (Persson et al., 2013; Schlitzat.e2013). Les cDC2 produisent tres peu de

Th1l et ont peu d'efficacité contre les infectiomsbles (Benlahrech et al., 2015).
Les CD141 cDC (cDC1):

Au départ identifiées dans le sang, les CD1&DC1) sont tout comme les cDC2
retrouvées dans les tissus non lymphoides, lesligaaglymphatigues mais aussi les
amygdales, la rate et la moelle osseuse. Ellesepudonc étre a la fois migratoires et

résidentes.

Cette sous-population de DC est I'équivalent hunda@is sous-populations bien connues chez
la souris : CD& CD103/Batf3 DC (Bachem et al., 2010; Schlitzer et d0132).

Du fait de leur nombre limité, 0,1% des celluleshmaucléées, elles sont difficiles a identifier.
Elles expriment moins de TLR que les cDC2. Ellgsrienent tres fortement, les TLR 3 et 10,
plus faiblement les TLR 1-2-6-8 mais n’exprimens pgs TLR 4-5-7-9 (Hémont et al., 2013).
Par analogie avec ce qui est observé dans les awdulrins, les cDC1 sont capabla le
CMH de classe | de faire de la présentation croés@&e les Ly CD8. L’axe XCR1 et XCR1-
Ligand joue un réle majeur régulateur dans le netrde 'homéostasie intestinale en stimulant
la production de Ly Treg naturel au niveau thymig@ue et al., 2011; Ohta et al., 2016). En
condition inflammatoire, la génération de Th1/ThekT plus importante. La réponse majeure
de ces DC, et la sécrétion de ces cytokines qogsig se faivviale TLR 3, suggérant un role
important dans I'immunité antivirale : Le TLR 3 cemaissant 'ARN virale double brin (Cf






1.4.1.). Elles expriment aussi d’autres réceptaaasime les CLR, le CLEC9A, XCR1, ce qui

leur permet de fixer les cellules abimées ou népres et de les présenter aux Ly T CD8. De
plus, les cDC1 induisent la sécrétion d’IL-12 entsde trés bons inducteurs de Thl. lls ont
donc un réle important dans la lutte contre lesdyaas intracellulaires et les infections virales

grace a leur effet cytotoxique (Farache et al. 326iildner et al., 2008; Jongbloed et al., 2010).

1.2.1.2. Les DC plasmacytoides

Les pDC ont été déecouvertes en 1999, depuistuee® portant sur cette population ont
augmenté de facon exponentielle (Cella et al., 188%al et al., 1999). Elles difféerent des cDC
de par leur morphologie, elles sont petites, romdes un large cytoplasme et une absence de
dendrites. Elles changent de morphologie en matages stimulation de leurs récepteurs. Les
pDC sont CD11c(en opposition avec les cDC) et expriment les mewmgs CD123 (récepteur
a I'lL-3), CD303 (BDCA2) et CD304 (BDCA4) (Dzionekt al., 2000). En condition
homéostasique, les pDC sont peu nombreuses datissies mais sont trés présentes dans le
sang, les ganglions lymphatiques et organes lyndgisaiecondaires. Dans cet état, les pDC ont
pour role principal de sécréter de I'lFN de tydeil, 2005). L'IFN de type | est pléiotrope ; il
permet d’'inhiber la réplication virale, d’augmenkziréponse immunitaire innée (DC, NK...)
et la réponse immunitaire spécifique (CD4, CD8, LyB Les pDC expriment moins de TLR
que les cDC mais expriment tres fortement et s@jortairement activées par les TLR 7 et 9
qui sont intracellulaires, en réponse aux acideféigques viraux et du soi ainsi qu’aux motifs
CpG de I’'ADN bactérien (Gilliet et al., 2008; Laneleal., 2007). Lors d’une inflammation, peu
de pDC migrent du site d’inflammation vers les damg lymphatiques pour activer les Ly T
naifs (GeurtsvanKessel et al., 2008). Cependaetfais activée, lors d’une inflammation, les
pDC changent de conformation et de fonction poweds des CPA capable de stimuler des
Ly T naifs (Soumelis and Liu, 2006). C’est pourquertains auteurs affirment que le réle
d’APC tenu par les pDC viendrait d'une différenmatdes pDC en cDC, bien que certains les
considérent comme des pDC a part entiere (Liod.e2@08; Lombardi and Khaiboullina,
2014). Ce sujet est encore largement discuté. Aquidgation des TLR, elles sont capables de
capturer, digérer et présenter les antigenes (esement viraux)yviale CMH de type Il et le
CMH de type | (Tel et al., 2012; Villadangos anduyig, 2008). Elles activent donc a la fois
les Ly T CD4 (de fagon moins efficace que les cD€étlles Ly T CD8, permettant de lutter
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contre une infection virale. Les pDC sont aussabégs d’induire de la tolérance (Goubier et
al., 2008; Kohli et al., 2016).

1.2.2. Les cellules de Langerhans

Les LC sont des DC immatures présentes dans &apiel et dans I'épithélium stratifié
des muqueuses, gingivale, génitale et de la cq@ékin and Milne, 2016). Elles expriment
des molécules tres spécifiques qui les difféerenamettement des autres sous-populations de
DC. Ces molécules sont un CLR, le CD207 (la langedh I'E-cadhérine (molécule
d’adhésion) et possédent des structures cytoplas®migniques appelées granules de Birbeck
(Romani et al.,, 2010; Tang et al.,, 1993; Valladeaual., 2000). Toutes les autres sous-
populations de DC sont CD20Elles expriment aussi le CD1a mais a une moinwsure que
les cDC1 dermiques. Les LC peuvent aussi migrein@étire une réponse spécifique en
présentant les peptides captés aux Ly T. Ellesionble tolérogéne important au niveau des
muqueuses au contact de bactéries commensalegnt@ainservant leur capacité a répondre
en cas de présence de pathogeénes. Les LC sontfrisésrde cytokines induisant une réponse
de type Th2 (Klechevsky et al., 2008). Tout comewedDC2, elles se retrouvent dans la zone
T (paracortex) dans les ganglions lymphatiques. i@emous I'avons vu précédemment, les
LC auraient une origine embryonnaire et seraiepasmtées aux macrophages (Schuster et al.,
2012). Cependant, lors d’'une inflammation, les nogtes ainsi que les cDC2 du sang, peuvent
étre des précurseurs des LC lorsqu’ils sont stimpé les facteurs connus pour différencier
les LC (Milne et al., 2014; Seré et al., 2012).

1.2.3. Les DC dérivées de monocytes

Les DC inflammatoires

Les DC inflammatoires ne sont pas présentes at kBhoméostasie mais apparaissent
suite a une infection ou a une inflammation. Ces iBammatoires n’'ont pas la méme
ontogénie que les cDC et pDC et n'ont pas de psécus communs. En effet, dans ces
conditions, sous linfluence de cytokines commeQ®-CSF (Granulocyte Macrophage-
Colony Stimulating factor) et I'lL-4, les monocyteanguins peuvent se différencier en DC
inflammatoires et se diriger vers la zone d’inflaation. Sur le site d’infection les DC
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inflammatoires captent les antigenes et du fail’elgpression de CCR7 migrent dans les
ganglions lymphatiques ou elles peuvent jouer télerde CPA (Qu et al., 2014). Elles ont de
nombreuses propriétes, elles peuvent stimuleryes CD4 naifs et induire des Ly Th1, faire

de la présentation croisée avec les Ly T CD8 etsgrcun grand nombre de cytokines (Ledn
et al., 2007).

Les DC dérivées de monocytes, moDC, in vitro

Dans le but d'étudier les D@ vitro, il est possible d’'induire la différenciation de

monocytes en moDC. Cela peut s’effectuer de deuxéres, la premiére étant de stimuler les
monocytes par du GM-CSF et de I'lLi#vitro. Ce modéle est tres utilisé pour la recherche sur
les DC humaines. Ce sont les cellules que nousartd dans nos modéles. Les monocytes ont
cet avantage d'étre abondantes dans le sang eisegpent environ 10% des cellules
mononucléées du sang périphérique (PBMC). De j#8sDC sont peu nombreuses dans le
sang peériphérique et il était difficile de les elIDifférents kits de sélection sont maintenant
commercialisés. Les moDC ont bien des caractéustigde DC car elles expriment les
marqueurs CD11c, CD1c, HLA-DR, CD40, CD1a, CD206209, CD86, CCR7... (Dauer et
al., 2003; Sallusto and Lanzavecchia, 1994). Elss/ent stimuler des réponses de type Thl,
Th2, Th17 et Treg en fonction des stimuli (Estr&gpetillo et al., 2013; Nakano et al., 2009;
Plantinga et al., 2013). L'IL-4 semble requis poutuire une présentation croisée optimale des
moDC générées par I'ajout de GM-CSF. Des mono@uentact de GM-CSF seul induit des
macrophages dérivées de monocytes. L'IL-4 induig angmentation de I'expression des
facteurs de transcription Batf3 et IRF4, gaiyivo sont responsables de la différenciation des
pré-cDC en cDC1 et cDC2, respectivement (Brisefed.e2016) Selon I'environnement créé
in vitro, il est possible de produire des moDC engendrant rdpenses tolérogenes ou
inflammatoires en ajoutant dans le milieu de celtde I'lL-10 ou de I'lFNy, respectivement.
Il est aussi possible de produire des moDC a paeticM-CSF et d’IL-15. Les réponses sont
alors difféerentes. Ce type de moDC sont plus efisapour activer les lymphocytes T
cytotoxiques qui expriment des taux plus élevésNy, de granzyme B et de perforine
(Dubsky et al., 2007).

CD14 :

Les cellules CD1% ont pendant longtemps étaient nommées DC CDD&puis
guelques années, leur classification en DC estoeersée et certains auteurs proposent de les

classer en macrophage (McGovern et al., 2014). Barssles cas ce sont des cellules dérivées
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Figure 3.Diapédese, recrutement des leucocytes dans lesusg’apres Abbas et al., 2014).

Au site de l'infection les cellules de 'immuniténiée étant entrées en contact avec des micro-
organismes produisent du TNF et de I'lL-1 qui aetitles cellules endothéliales les plus
proches pour produire des sélectines, les ligaedsirdégrines et des chimiokines. La faible
interaction entre les leucocytes et les sélectialestit les cellules dans le courant sanguin. Les
chimiokines présentes a la surface des cellulestkéliales se lient a leurs récepteurs sur les
leucocytes ce qui résulte en I'activation des intéxs de haute affinité avec leur ligand. Les
leucocytes a I'arrét au plus proche de I'infecti@aversent I'épithélium.



de monocytes ayant un phénotype intermédiaire dagranonocytes et les macrophages.
Cependant, elles ne sont pas comparables aux Diéeégrde monocytes en contexte
inflammatoires qui elles, sont proches des moDIBéés dans nos modelesvitro. Elles sont
présentes en petite quantité dans beaucoup ds tissulymphoides comme le derme. Elles
expriment aussi le CD11c (comme les cDC) mais miexgnt ni le CD1c, ni le CD141. Les
DC CD14 dermiques stimulent moins efficacement les Ly Tsnque les LC (ce qui est un
argument en faveur de leur classification en mdaagp) (Klechevsky et al., 2008). Elles ont
une forte capacité a capter des antigenes et gwuiapparition de Ly Th folliculaires (Caux
et al., 1997; Klechevsky et al., 2008). La formatide Ly Th folliculaires induit la
différenciation des Ly B en plasmocytes a IgM (Kigeigal., 2008). De plus, elles sécretent
fortement du CXCL13 qui est chimio-attractant plasrLy B (Klechevsky et al., 2008). Enfin,
les DC CD14+ peuvent étre tolérogenes grace abgpacité a sécréter d'importantes quantités
de la cytokine immuno-régulatrice IL-10 (Schlitzgral., 2015b).

1.3. Le recrutement des cellules dendritiquesdas tissus non lymphoides

Les DC ont un réle majeur dans la défense dgdiomisme tant au niveau de 'immunité
innée qu’adaptative. Pour que les DC immatures iegnt leur role de sentinelles de
'environnement, il faut gu’elles soient adressélass les différents tissus non lymphoide,
comme la muqueuse intestinale. Pour cela, elles atimées par des chimiokines leur
permettant de se diriger vers ces tissus. Le recrent des DC et la sécrétion de chimiokine se
passent aussi bien, en condition homéostasiquegbtaatuer leur role de surveillance, qu’en
condition inflammatoire pour l'adressage des DClamimatoires dans la zone de
linflammation. Dans les sous-paragraphes suivabéxemple sera pris d’'une situation

d’inflammation ou d’infection.

1.3.1. Du sang jusqu’aux tissus

Le recrutement des DC dans les tissus se faibendtapes (Figure 3). Tout d’abord, il
y a un phénomeéne de "rolling”. Lors d’'une inflamioat il y a sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires (IL-1, TNFe, IL-6) par les cellules du microenvironnement toées par
linflammation. Les cellules endothéliales a proi#nde I'inflammation expriment alors les

sélectines CD62P (P-selectin), CD62E (E-seledtied.DC immatures posseédent a leur surface
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Tableau 2.Les chimiokines et leurs récepteurs

Récepteurs de chimiokines |Chimiokines| Nom Role principal
CC Receptor
CCL3 MIP-1a Recrutement de leucocytes
CCL5 RANTES Recrutement de leucocytes
CCL7 MCP-3 Recrutement de leucocytes
CCL9 MIP-1y Recrutement de DC
CCR1 CCL14 HHC-1
CCL15 MIP-18 Recrutement de leucocytes
ccLie HHC-4 Recrutement de Lymphocytes et de
monocytes
Migration de monocytes,
ccLzs MPIF-1 neutrophiles et des ly T
CCL2 MCP-1 Recrutement de leucocytes
CCL7 MCP-3 Recrutement de leucocytes
CCR2 CCL12 MCP-5 Recrutement de leucocytes
CCL13 MCP-4 Recrutement de leucocytes
Recrutement de Lymphocytes et de
CCL16 HHC-4 monocytes
CCL5 RANTES Recrutement de leucocytes
CCL7 MCP-3 Recrutement de leucocytes
CCL8 MCP-2 Recrutement de leucocytes
CCL13 MCP-4 Recrutement de leucocytes
CCR3 CCL15 MIP-18 Recrutement de leucocytes
ccLa Eotaxin-2 Recrutement ?N éosinophiles,
basophiles et Th2
. Recrutement PN éosinophiles,
CcCL26 Eotaxin-3 basophiles et Th2
CCR4 CCL17 TARC Recrutement des Ly T
CCL22 MDC Recrutement de NKetde Ly T
CCL3 MIP-1a Recrutement de leucocytes
Recrutement des Ly T, DC,
cCL4 MIP-18 monocytes et NK, corécepteur du
CCR5 VIH
CCL5 RANTES Recrutement de leucocytes
CCL8 MCP-2 Recrutement de leucocytes
CCL14 HHC-1
CCRE ccL20 MIP-30 Migration des DC dans les tissues,
recrutement des Ly Th17
Migration des DC et des Ly T dans
CCL19 MIP-3B/ELC le paracortex des ganglions
CCR7 : : lymphatiques
Migration des DC et des Ly T dans
CCL21 SLC le paracortex des ganglions
lymphatiques
Recrutement de monocytes et
CCRS CCL1 1-309 migration dles_ cellules
endothéliales
CCL18 DC-CK1 Homing de DC et de Ly
CCR9 CCL25 TECK Recrutement de Ly dans l'intestin
ccL27 CTACK Recrutement de Ly T au niveau de
CCR10 ___lapeau
Homing de Ly T et B dans les
CCL28 MEC
mugqueuses
CXC Receptor
CXCR1 CXCL6 GCP-2 Recrutement des PN neutrophiles
CXCL8 1L-8 Recrutement des PN neutrophiles
CXCL1 GROa Recrutement des PN neutrophiles
CXCL2 GROB Recrutement des PN neutrophiles
CXCL3 GROy Recrutement des PN neutrophiles
CXCR2 CXCL5 ENA-78 Recrutement des PN neutrophiles
CXCL6 GCP-2 Recrutement des PN neutrophiles
CXCL7 NAP-2 Recrutement des PN neutrophiles
CXCL8 IL-8 Recrutement des PN neutrophiles
CXCL9 Mig Recrutement des Ly T effecteurs
CXCR3 CXCL10 IP-10 Recrutement des Ly T effecteurs
CXCL11 I-TAC Recrutement des Ly T effecteurs
CXCR3B CXCL4 PF4 Aggrégation plaquettaire
CXCL10 IP-10 Recrutement des Ly T effecteurs
Recrutement de leucocytes,
CXCR4 CXCL12 SDF-1af .
corécepteur du VIH
Migration des Ly B et des Ly T fh
CXCR5 CXCL13 BCA-1 .
dans les follicules
Recepteur scavenger de
CXCR6 CXCL16
macrophages
CXCR7 CXCL11 I-TAC Recrutement des Ly T effecteurs
XC Receptor
XCR1 XCL1 Lymphotactine Recrutement de ly T et de NK
XCL1 XCL2 SM-1B Recrutement de ly T et de NK
CX3C Receptor
Recrutement de Ly T, NK, de
CX3CR1 CX3CL1 Fractalkine monocytes et activation des Ly T
cytotoxiques et des NK




des ligands des sélectines (PSGL-1 (P-Selectindphptein Ligand 1), ESL-1 (E-Selectin
ligand 1) et CLA-1 (Cutaneous Lymphocyte Antigeh )y a alors une interaction faible entre
les sélectines et leur ligand permettant de rallagiDC présentes dans la circulation sanguine.

Elles "roulent” donc a la surface des cellules ¢héliales, c’est le phénomeéne de "rolling”.

Les cellules de 'immunité innée présentes danssku du foyer inflammatoire, ainsi que
d’autres cellules de I'environnement sécrétentsattes chimiokines, qui sont des cytokines
chimio-attractantes, au niveau de la zone d’infectElles passent dans la circulation et se
fixent sur des protéoglycanes présents sur legleslendothéliales, ce qui crée un gradient de
concentration de ces chimiokines. Les DC inflammnescsuivent ce gradient de concentration
grace a leurs récepteurs de chimiokine. Cette épmpmet aussi la modification de la
conformation des intégrines LFA-1(Leukocyte Funetassociated Antigen 1), présentes sur
les DC qui étaient alors inactives. LFA-1 se dépligevient prét a interagir avec son ligand
ICAM-1 (IntraCellular Adhesion Molecule 1 ou CD54EAM-1 est exprimé par les cellules
endothéliales les plus proches du foyer inflamnnatdu fait de la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires par les cellules du microenvironnetnoche de l'infection. Cette interaction
est de forte affinité, ce qui induit I'arrét declallule dans la circulation sanguine au plus proche
du site d'infection. Ainsi, la diapédése, c’estigedla migration a travers les cellules
endothéliales vers les tissus peut se produiredélebal., 2014). Cette étape est identique pour
tous les leucocytes migrant sur un site d’'infecebme sera pas rappeler dans le chapitre sur

lesLy T.

1.3.2. Les chimiokines

Elles forment un groupe de cytokines possédanpaegoirs chimiotactiques et pouvant
agir sur un grand nombre de leucocytes. Elless@mretées par les cellules de I'environnement
dans les tissus proches d’un site infectieux olammfnatoire ainsi que par les cellules de
limmunité innée de ce méme tissu. Il existe eddest 50 chimiokines différentes. Un grand
nombre attirent les DC dans les tissus en condiioméostasique permettant un fort
renouvellement, mais également les DC inflammadpilers d’'une infection ou d'une
inflammation. Dans I'heure suivant l'infection, |e68C inflammatoires commencent a
s’accumuler au site d'infection. Les DC immaturgprénent un grand nombre de récepteurs
de surface de ces chimiokines. La plupart de cesptéurs ont la capacité de reconnaitre

plusieurs chimiokines (Banchereau et al., 200®)i€¢tu 2). Cette redondance fonctionnelle en
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fait un systéme robuste (Mantovani, 1999). Le CQR& Chemokine Receptor 6) est tres
exprimé par les DC immatures (et les lymphocytes)oae un réle primordial dans
'acheminement de ces cellules dans les muqueyses, particulierement la muqueuse
intestinale que ce soit en condition homéostasigueinflammatoire. Le ligand MIPe3
(Macrophage Inflammatory Proteim)3 autrement appelé CCL20 (C-C Chemokine ligand) se
fixe sur CCR6. Le CCL20 est sécrété dans les pldeePeyer et surexprimé en condition
inflammatoire (Charbonnier et al., 1999; Cook et2000; Dieu-Nosjean et al., 1999; Greaves
et al., 1997; Power et al., 1997). L’acheminemes AC vers un tissu est appelé le “homing”
ou adressage et le couple CCR6/CCL20 est primqgodial 'adressage des DC immatures dans
les tissus alors que le couple CCR7/CCL19-CCL2inpéet'adressage des DC ayant captées
un antigene vers les ganglions lymphatiques. Dasgissus lymphoides, elles peuvent alors
présenter les antigenes dégradés en peptides alixayfs, qui grace au couple CCR6/CCL20

migreront a leur tour dans les tissus.

Une fois dans les muqueuses, les DC immatures iBanie’environnement, rencontrent,
reconnaissent et captent les antigenes, comme altmrss le décrire dans les paragraphes

suivants.

1.4. Reconnaissance des profils moléculairesciss@ux bactéries

Les DC immatures ont un role de sentinelle suev&il’environnement et reconnaissent
globalement le “soi” du “non soi” infectieux. Enntaque sentinelles, les DC immatures
possédent une batterie compléte de récepteurs imendhité innée, les PRR (pattern
recognition receptor). lls regroupent plusieurs ifi@$, qui seront décrites ultérieurement,
comme les TLR (Toll-like receptor), les CLR (C-typectin receptor), mais aussi les NLR
(NOD-Like Receptor) et les RLR (Retinoic acid-inthie gene | (RIG 1) Like Receptor). Les
DC immatures scrutent I'environnement grace a IBRK, et reconnaissent des signaux de
danger, les DAMP (Danger-Associated Molecular Pasje Ces signaux de danger peuvent
étre des produits de stress cellulaires et tismsladmis par des cellules infectées par des
bactéries, des virus, des cellules en nécrose traierde se différencier en tumeur (Matzinger,
1994). Ces signaux sont essentiellement des pest@omme I'acide urique, les HSP (Heat-
Shock Protein) et des acides nucléiques (LotzeTaacey, 2005; Shi et al., 2003). Les PRR
reconnaissent aussi des structures partagéesgbactéries, tres conservées au cours du temps

connues sous le nom de MAMP (Microbes-Associatededoar Patterns) pour les micro-
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Tableau 3.Les TLR et leurs ligands.

TLR Composés microbiens Especes
TLR1/2 Triacyl lipopeptides Bactéries et mycobactéries
PG Bactéries & Gram +
Porines Neisseria
Lipoarabinomannane Mycobactéries
Phospholipomannane Candida albicans
TLR2
Glucuronoxylomannane Cryptococcus neoformans
tGPI-mutine Trypanosoma
Hemagglutinine Measles virus
ND HCMV, HSV1
TLR3 ARN double brin Virus
LPS Bactéries a Gram -
Mannane Candida albicans
Glucuronoxylomannane Cryptococcus neoformans
TLR4 Glycoinostolphospholipides Trypanosoma
Protéines de I'enveloppe RSV, MMTV
Heat-shock Protein 60,70 Hote
Fibrinogene Hote
TLR5 Flagelline Bactéries flagellées
Diacyl lipopeptides Mycoplasme
TLR6/2 LTA Streptococcus du groupe B
Zymosan Saccharomyces cerevisae
TLR7 et TLR8 ARN simple brin Virus
ADN-CpG Bactéries et mycobactéries
TLR9
Hemozoine Plasmodium
TLR10 Pas de ligand spécifique connu




organismes en général et PAMP (Pathogen-Assoaiabtdecular Patterns), pour les bactéries
pathogénes. La premiére hypothese de I'existenceglenotifs uniques aux micro-organismes
et absents des cellules eucaryotes a été émis@BOrpar C. Janeway Jr (Janeway, 1989). Les
PRR étant en tres grand nombre sur les DC, etA®Pen grand nombre sur les pathogenes,
il y a de nombreux contacts DC-pathogénes, actigantultanément plusieurs PRR. Cette
combinaison d’activation permet d’orienter le sgsgdmmunitaire vers une réponse spécifique

au pathogene reconmia I'induction de signaux intracellulaires.

1.4.1. Les Toll-Like Receptors
1.4.1.1. Description des Toll-Like Receptorsiains

Les TLR sont les PRR les mieux caractérisés aee |.es récepteurs « Toll » ont
initialement été découverts par Jules Hoffmann ey@ses travaux sur la drosophile. Chez
’Homme, des homologues ont été identifiés a ladfis années 1990 et ont été nommés Toll-
Like Receptors (Medzhitov et al., 1997). Les TLRitstes glycoprotéines transmembranaires
caractérisées par un domaine extracellulaire cantean grand nombre de motifs riche en
leucine (LRR) et un domaine de signalisation cygeplique, homologue au récepteur de I'lL-
1 (IL-1R), appelé le domaine Toll/IL-1R (TIR) (Bogvand O’Neill, 2000). Chez 'Homme, il
existe 10 TLR, nommeés TLR 1-10. Les TLR 1-2-4-5@Gstnt localisés a la surface des cellules
alors que les TLR 3-7-8-9 sont intracellulaireketlisés dans des endosomes (Chaturvedi and
Pierce, 2009; Takeda and Akira, 2005). Chaque TR spécificité quant a son profil de
reconnaissance (Tableau 3). Les TLR membranaicesin@issent principalement les lipides et
lipoprotéines alors que les TLR intracellulairesamnaissent essentiellement de I'’ADN et de
’ARN viral qui doit étre internalisé dans les esdmes (Akira et al., 2006). Le TLR 2 est un
récepteur important qui a un large champ de redssaiace. Cette capacité est due au fait qu’il
est retrouvé sous forme d’hétérodimere avec lesITéRTLR6. Dans ce travail, nous nous
sommes intéressés au TLR 2 car il reconnait lesébes a Gram positif comme les
lactobacilles, tels qu'utilisés dans nos expérientes différentes sous-populations de DC
n’expriment pas les mémes TLR, ce qui expliqueatigles différentes fonctions qu’ont ces
sous-populations. Les pDC expriment fortement IER Tntracellulaires 7 et 9 et expriment
trés faiblement les TLR1-6-10, ce qui leur conf@neintérét dans la lutte contre les infections
virales de par leur capacité a reconnaitre 'ADKalainsi que '’ARN simple brin. Les cDC
expriment les TLR1-2-3-4-5-6-7-8-10. Les LC expritnées TLR1-2-3-5-6-10, ce qui leur
permet de lutter contre une large gamme de bastétee champignons et dans une moindre
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Tableau 4. Répertoire de TLR des DC myéloides, plamcytoides et des monocytes
(D’apres Ito et al., 2005).

pDCTRCs Blood COH 1 c4+mDCs Monocyies
(putative Ivmphoid DC (immaiure myeloid DCx) (myeloid DC precarsors)
ProCUrsors)
TLRI + + Lt
TLRZ - + ++
TLR3 - 4 -
TLE4 - + =+
TLRS - + +
TLRESG + + +
TLR7 ot - -
TLRE - 4 b
TLR% ++ - -
TLRIO + + -
Triacyl Diacyl
lipoprotein lipoprotein Flagellin

ps_TR4  TLR1f) TLR2 TLREY TIR2 irs

i

Cell membrane

endosome

dsRNA
Poly I:.C

LY VO
TLR3

endosome

CpG-DNA
AR

TIRAP TIRAP
mypss W MyDs8

Proinflammatory cytokines
(TNF-.,IL-6,IL-12)

Figure 4. Voies de signalisation activées par les TLR (D’apgYang and Seki, 2012).



mesure que les pDC, des virus grace a la recommzissies ARN viraux double brins. Enfin,
les monocytes expriment les TLR1-2-3-4-5-6-8 (F&aatt al., 2006; Ito et al., 2005; Schreibelt
et al., 2010) (Tableau 4). Ces sous-populationsD@e apportent une complémentarité

permettant une réponse adaptée du systeme immarati nature du danger.

1.4.1.2. Voies de signalisation et transductiorsignal

La reconnaissance des composés microbiens parlUBsinduit une cascade de
signalisation activant certains genes luttant etiinfection. Le domaine TIR des TLR est
essentiel pour le recrutement de molécules adamsatinduisant la cascade de signalisation.
Ces molécules sont au nombre de quatre, (i) MylD8&loid differentiation primary response
gene), (ii) TRIF1 (TIR-domain-containing adaptoot@in-inducing IFNB), (iii) TIRAP (TIR
associated protein) et (iv) TRAM (TRIF-related amapmolecule). MyD88 et TRIF sont
responsables de l'activation de deux voies diggobn parle alors de voies de signalisation
MyD88-dépendantes ou -indépendantes. MyD88 edtitésxipar tous les TLR sauf le TLR 3.
Le TLR 4 peut activer les deux voies (Figure 4).

Pour les TLR 2 et 4, la molécule adaptatrice TIRES® nécessaire pour le recrutement de
MyD88, mais pas pour les TLR 5 7/8 et 9. MyD88 w¢eralors IRAK-4 (IL-1 Receptor
Associated Kinase 4) qui phosphoryle IRAK-1 qui idev actif. Ces deux kinases se lient a
TRAF-6 (TNF Receptor Associated factor 6) qui dav@olyubiquitiné et active. TRAF-6 peut
alors interagir avec TAB-2 (TAK-1 binding proteia) TAK-1 (TGF$ Activated Kinase 1).
TAK-1 permet l'activation de deux voies, la voie N&-«B et la voie des MAPK (Mitogen-
Activated Protein Kinase). Dans la premiére voiRKTL phosphoryle IKK (kB Kinase) qui
une fois phosphorylée, phosphorydiqui se détache alors du NB; permettant aux sous-
unités p50 et p65 du NEB de transloquer dans le noyau pour se fixer syrdenoteur de
genes cibles. Dans la deuxiéeme voie, TAK-1 actaevdie des MAPK aboutissant a la
formation d’AP-1 (Activator Protein 1). AP-1 esamsloqué dans le noyau et tout comme NF-
kB va jouer son role de facteur de transcriptionirgtuire la sécrétion de cytokines
inflammatoires (IL-6, TNFw, IL-1...).

Pour les TLR 7-8 et 9, MyD88 n’a pas besoin de TRR#our son recrutement. Le début de la
voie de signalisation est la méme que celle citéequemment jusqu’a TRAF-6. TRAF-6 peut
a la fois, activer les voies de signalisation pdécges (NF<B et AP-1), ou étre associé avec
IRF-7 (Interferon Regulatory Factor 7) et IRAK-RH-7 est alors transloqué dans le noyau et
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active la sécrétion d'IFN: Cette seconde voie se déroule essentiellemesstldarpDC qui
expriment fortement les TLR 7 et 9.

Enfin, il existe une voie distincte, MyD88-indépantk et qui concerne essentiellement le TLR
3 mais aussi, comme cité précédemment, le TLR4asgocié a TRAM peut étre internalisé et
ne pas s’'associer a MyD88. La molécule adaptatgsentielle est TRIF. TRIF peut, par
lintermédiaire de RIP-1 (Receptor-Interacting Rmtl) ubiquitiner TRAF-6 et activer les
voies NF«B et AP-1 ou phosphoryler IRFy8a IKK e. IRF-3 peut alors se transloquer dans le
noyau et activer la sécrétion d’'IHN¢Akira and Takeda, 2004; Yang and Seki, 2012).

1.4.2. Les Récepteurs de type lectine-C

Contrairement aux TLR, les CLR ne sont pas seuileraetivateurs de la réponse
immunitaire, ils ont avant tout une activité endapye importante. La famille des CLR
comprend actuellement 15 membres, tous ne sonexasmés sur les mémes cellules, ne
reconnaissent pas les méme PAMP, n’induisent paglae signalisation et par conséquent
n'ont pas le méme effet sur la réponse immunit@@eijtenbeek and Gringhuis, 2009). Les
CLR les plus étudiés sont le DC-SIGN (DC-Speci@@&M3-Grabbing Non-integrin), le MR
(Récepteur au Mannose), les Dectin-1 et 2 (DC-&s®at C-type lectin 1-2) et MINCLE
(Macrophage-Inducible C-type Lectin). Les CLR palssé des domaines de reconnaissance
des hydrates de carbone, permettant de lier spéerfient des sucres complexes comme le
mannose, le fucose et les glucanes ainsi que BENA-Glucosamine (Zelensky and Gready,
2005). Ces sucres complexes sont des composataspdeoi des micro-organismes. Grace a
cela, les CLR peuvent reconnaitre la plupart désog@&nes bactériens, viraux, fongiques et
parasitaires (Geijtenbeek and Gringhuis, 2009yecannaissance des pathogénes par les CLR
induit I'internalisation du pathogéne, sa dégrautgtla présentation des antigénes aux Ly T et
l'activation de voies de signalisation. Les CLR mleat la réponse immunitaire de fagon
dépendante du CLR activé, (i) ils ont la capac#térsbduler la réponse induite par I'activation

des TLR ou (ii) ou indépendamment des TLR.
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modulation de la réponse induite par le TLR 4 ama&station du
fucose présent a la surface de bactérie comehieobacter pilori ou
de parasites.



1.4.2.1. Modulation par les CLR de la réponskiite par les TLR

Les CLR modulant la signalisation induite par TR sont le DC-SIGN, BDCA2
(CD303), DCIR (DC immunoreceptor) et MICL (Myeloidhibitory C-type lectin receptor).
Ces CLR n’induisent pas de réponse immunitaireeparmémes mais modulent les voies de
signalisation induites par d’autres PRR. Prenomsnge premier exemple le DC-SIGN. Selon
le sucre reconnu, il peut augmenter ou inhibettiVéé de NF«xB induite par les TLR 2-3-4,
en fonction du pathogéne reconnu (Geijtenbeek amgluis, 2016). En effet, I'interaction
DC-SIGN-mannose, simultanément a l'interaction pithogenes avec les TLR 2 et 4, résulte
en l'activation de RAF1 (de la voie des MAPK) ahissdint a la phosphorylation de la sous-
unité p65 de NReB (Figure 5). Ceci a pour effet d’augmenter la 68on de cytokines de la
famille de I'lL-12 et IL-6 induite par les TLR (Grghuis et al., 2007). Lorsque le DC-SIGN
entre en contact avec du fucose, il se forme unskicsignalosome qui se fixe sur IKK,
empéchant le NR¢B de jouer son rble de facteur de transcriptionrpdi-12 (Gringhuis et
al., 2014). Dans un second temps, cette signaisatiduit une augmentation de la sécrétion
d’'IL-10 (Conde et al., 2015). Le deuxieme exemmeacaerne le récepteur BDCA2, présent
uniguement sur les pDC. Son activation permet lailisation de calcium aprés une cascade
de phosphorylation impliquant SYK (Spleen Tyrosikmase), BTK (Bruton’s Tyrosine
kinase), BLNK (B Cell Linker) et la PLf2 (Phospholipase @2). Cette mobilisation de
calcium inhibe la production d’IFN de type |, de AN et d’'IL-6 induite par le TLR 9. Cette
inhibition se fait par I'activation de la calcin@w qui interagit avec MyD88, 'empéchant de
s’associer a TLR 9 (Kang et al., 2007).

1.4.2.2. Signalisation induite par lefRGndépendamment des TLR

Les CLR Dectin-1, Dectin-2 et MINCLE ne vont pasiber la réponse immunitaire
mais plutot I'activer. La reconnaissance de chammg par la Dectin-1 entraine deux cascades
de signalisation passant par RAF-1 (comme poudeSIGN) et par SYK. L’activation de ces
voies permet au NkB de se fixer sur les promoteurs de plusieurs éyeskcomme I'IL-6, ,
lIL-12, I'IL-1 B et I'IL-10. Les Dectin-2 et MINCLE, tout comme BDCA2 sont couplés au
FcRy qui contient une séquence ITAM (Immunoreceptoriliamyrosine-based Activation
Motif). La fixation du ligand sur les Dectin-2 etINICLE entraine la phosphorylation des
séquences ITAM du FgRet le recrutement de SYK (Geijtenbeek and GringhR009). La

cascade de signalisation reste largement inconmiigeantive le NR<B et entraine la sécrétion
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de TNF et d'IL-6. La différence de réponse entreBBCA2 et ces deux CLR, résulte
probablement du fait que BDCA2 soit exprimé surdesC alors que les Dectin-2 et Mincle

sont exprimés par les cDC.

1.4.3. Les NOD-Like receptors

Les protéines NOD (Nucleotidic-binding oligometipa domain) 1 et 2 font parties de
la famille des NLR (NOD-Like Receptors) et sont d3R bien caractérisés. NOD 1 est le
premier membre de la famille NLR a avoir été déesuen 1999 (Inohara et al., 1999). I
contient un domaine CARD (Caspase Activation anchiRement Domain), un domaine NOD
et un domaine LRR (Leucine Rich Repeats). Deuxpns tard fut découvert NOD 2 qui
contient un domaine CARD supplémentaire (Ogurd.e2801). NOD 2 est plus représenté
dans les cellules de la lignée myéloide que NORuiui est plutdt présent dans les lignées
non myéloides. lls reconnaissent des fragments parbi de nombreuses bactéries et induisent
une réponse pro-inflammatoire par l'activation dgaux intracellulaires. NOD 1 et 2 sont
présents non pas a la surface des DC mais dapwbotpermettant la surveillance interne des
infections bactériennes. lls reconnaissent a Ia @8 peptidoglycanes des bactéries a Gram
positif et & Gram négatif. Les mécanismes selajulgls les fragments bactériens entrent dans
la cellule sont mal connus, mais plusieurs voidtirapportées (Caruso et al., 2014) (Figure
6). lls ont un réle crucial dans 'autophagie indupar les bactéries en interagissant avec
ATG16L1. NOD 1 et 2 recrutent ATG16L1 au site diéetde la bactérie dans la cellule et
permet la formation d’autophagosome autour desehastinvasives. Il a été montré qu’'une
dérégulation de cet axe NOD 2-ATG16L1 pouvait féaser!'apparition de la maladie de Crohn

(Travassos et al., 2010).

Une fois les ligand fixés, NOD s'oligomérise et nge RIPK-2 (Receptor-Interacting
serine/threonine-Protein kinase 2) qui forme un glene avec IKK (Inohara et al., 1999). Ce
complexe permet le recrutement et I'activation @T1 qui active la voie des MAPK et la
translocation de NkB dans le noyau. NOD 1 et 2 coopérent avec les [0kfd’une infection

bactérienne, surtout avec le TLR 4 (Burberry et24114).
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1.4.4. Les RIG-I-Like Receptors

Les RLR sont au nombre de deux, RIG-I et MDA-5 wema Differentiation-
associated gene-5). lls sont localisés dans |gp@adme des cDC et reconnaissent ’'ARN viral.
Cette reconnaissance induit la stimulation d’'IFNygee | (Kato et al., 2006)ia le recrutement
de IPS-1 qui s’associe avec TRAF3. Cette assonigg@met le regroupement de TBK-1 et
IKK qui phosphoryle les deux facteurs IRF-3 et IRFdécrits précédemment, induisant la
sécrétion d’'IFN de type I. En paralléle, la recassance des ARN viraux induit la sécrétion

de cytokines pro-inflammatoiresa le NF«B (Takeuchi and Akira, 2010).

1.4.5. La capture des antigenes

Les DC immatures ont de grandes capacités d'ialisation des antigenes du milieu
environnant par toutes les modalités d’endocytd&ndocytose médiée par récepteur, la

macropinocytose, la micropinocytose et la phag@syto

L’endocytose médiée par récepteur a un role tn@isoitant dans la capture des
antigenes. Les DC immatures expriment de nombm@&epteurs endocytiques. Elles expriment
tout d’abord un grand nombre de récepteurs du femgrrc des Immunoglobulines G (IgG)
(FcR). Les FcR permettent l'internalisation des ptaxes immuns et des antigenes opsonisées
(Regnault et al., 1999). Les DC expriment aussréespteurs du complément CR3 et CR4 qui
jouent un réle dans la reconnaissance des antiggrsesises par iC3b et C3dg, mais aussi des
cellules apoptotiques avec la participation de ptmes scavengers LOX-1, CD36 et SR-A
(Bajtay et al., 2006; Morelli et al., 2003). Commentionné précédemment, les CLR ont une
activité endocytique importante. Les moDC exprimangrand nombre de CLR comme le DC-
SIGN, le MR, le CD205, le BDCAZ2, la dectin-1, le [ le DCAL-1 et C-LEC. Les LC au
contraire en expriment peu, essentiellement le GO20e CD205.

La macropinocytose est un phénomene permanendatgtose non spécifique, ou les
DC internalisent des antigénes solubles extraeéled d’environ 1 pum de diametre aboutissant
a la formation de vésicules. Elle est comparée amieropinocytose qui correspond a
linternalisation de petites vésicules de I'ordre 80 nm. Dans le cytoplasme, les vésicules
éclatent libérant les différents antigenes et lésénts de la membrane sont recyclés. Les DC
sont particulierement efficaces car elles sont lolsade prélever 40% de leur volume chaque

heure pour capter le plus d'antigénes extracetkedasolubles possibles (Norbury, 2006;
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Sallusto et al., 1995). Pendant une période inflatoire, due a la présence de composés
microbiens, la macropinocytose est stimulée poworiaer la capture d’antigéne. Cette
stimulation permet secondairement d’augmenter éggntation de peptides antigéniques par
les molécules du CMH (West et al., 2004). Cettenargation de I'internalisation par

macropinocytose ne dure pas dans le temps.

Enfin, les DC partagent avec les macrophagesjacit# de phagocyter de maniére non
spécifiqgue, ou médiée par les récepteurs citéségetoment, FcR, CR3, CR4, pour les
antigénes opsonisés, et le CD36, le DC-SIGN et R pdur les antigénes non opsonisés
(Sabatte et al., 2007).

Lorsque les DC deviennent matures, elles perdéte capacité endocytique, notamment pour
les endocytoses médiées par récepteur, car il yne internalisation des récepteurs
(Guermonprez et al., 2002).

1.5. Migration et maturation des DC suite a lasanaissance d’un danger

Comme ceci vient d’étre développé dans les papagsaprécédents, les DC immatures
sont primordiales dans la reconnaissance et laatiapt des antigénes dans les tissus
périphériques. La mise en jeu des PRR et lintémmaties signaux qui s’en suit entraine
'activation des DC. Cette activation entraine latunation et la migration des DC dans le
paracortex (zone T) des ganglions lymphatiques p@aura présentation des antigenes captés
aux Ly T naifs. Les DC passent alors de sentingtesatures reconnaissant les antigenes a des

DC matures activant les Ly T naifs.

1.5.1. Modifications structurelles accompagriamhaturation des DC

La maturation correspond a un ensemble de matics structurelles et
morphologiques avec réarrangement du cytosqueleg®C (Trombetta and Mellman, 2005).
Il'y a alors une diminution du nombre de dendrgesdeviennent plus grosses. Comme nous
'avons vu, les DC immatures expriment a leur stefain tres grand nombre de PPR. La
maturation entraine une perte de la capacité amnaissance antigénique et d’endocytose des
DC, sauf pour les pDC qui ne perdent pas totaleroetté capacité (Young et al., 2008). A

l'inverse, les molécules du CMH de classe Il voasger des lysosomes vers la membrane
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Figure 7. Formation du CMH de classe Il et capture des antigees
(D’'aprés Neefjes et al., 2011).



plasmique (Cf 1.5.2.).Dans le méme temps, il y@asurexpression membranaire des molécules
de costimulation (CD80 et CD86), des moléculesitaibn aux Ly T (CD48 et LFA-3) et une
modification des récepteurs de chimiokines présenis la membrane, notamment une
augmentation de l'expression de CCR7, permettantmigration vers les ganglions

lymphatiques (Trombetta et al., 2003).

Dans les deux parties suivantes, nous allons nuésesser en détail a deux étapes clés,

préalables a la présentation antigénique, I'apprétd antigénique et la modification des CCR.

1.5.2. L'apprétement antigénique

Apres internalisation, les DC dégradent les anggeen peptides et associent ces
peptides a des molécules du CMH pour présenteormplexe CMH-peptides a la membrane
cellulaire : c’est I'apprétement antigénique. Lesldoules dites endogénes, c'est-a-dire, le
produit de dégradation de protéines intracellutagénérées dans le cytosol (ex : protéines
virales) sont associées au CMH de classe |. Adiisg, le CMH de classe Il s’associe avec des
molécules dites exogénes, c’est-a-dire, des fratgnde protéines extracellulaires (ex :
bactéries) générés dans un compartiment intraaglbu(endosome). La présentation croisée
consiste en le fait que le CMH de classe | peutigarésenter des molécules d’origine exogenes.
Le CMH de classe | est ubiquitaire alors que le CNiHclasse Il est exprimé par les CPA
professionnelles (DC, macrophages et Ly B). Icysinous intéresserons essentiellement au
CMH de classe Il et a I'apprétement des antigéxegeanes, car comme nous le verrons
ultérieurement, ceci est en lien direct avec noteail (Figure 7). Le CMH de classe Il se
forme dans le Réticulum Endoplasmique (RE), paskanblage de deux chainestp. Une
fois hétérodimérisé, le CMH de classe Il commengaitier le REvia l'appareil de Golgi. La
fixation de la chaine invariante li accélére cecpssus. Les adaptateurs AP1 (Adaptateur du
réseau Trans Golgi) et AP2 (Adaptateur de la mengbpasmique) reconnaissent les motifs
de li (Hofmann et al., 1999). Li dirige donc le CMlie classe Il dans des endosomes tardifs
appelés compartiment du CMH de classe Il (MIIC)deex facons. Directement a partir du
Golgi (AP1 dépendant), ou par endocytose de la mamebplasmique (AP2 dépendant) puis
passage dans des endosomes précoces (Dugas2edaj.McCormick et al., 2005). La région
CLIP (Class ll-associated Li peptide) provenantadéégradation de li empéche la fixation de
peptides sur le CMH de classe Il. Les peptidesiprment d’antigene comme des bactéries qui

sont internalisées comme nous I'avons vu dansregpaphe précédent, pour se retrouver dans
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des endosomes précoces. Ces endosomes fusionremtuavlysosome pour former un
endosome tardif dans lequel il y a une acidifigatia pH ainsi que I'action de protéases comme
les cathepsines pour cliver les antigenes en pftides (Honey and Rudensky, 2003; Hsing
and Rudensky, 2005). Les peptides ont alors ufle taeximum de 20 acides aminés. HLA-
DM est requis, comme molécule chaperonne pour enlevragment CLIP du sillon peptidique
du MIIC. Le peptide peut alors se fixer dans céosilpeptidique, c’est I'apprétement
antigénique. Le MIIC est alors transporté vers kamhrane plasmique grace a un réseau
d’actine de myosine et de tubuline, ou il pourne &xprimé a la membrane et présenter le

peptide antigénique au TCR (Récepteur des Cell)i¢sleefjes et al., 2011).

1.5.3. Migration des cellules dendritiques

La migration des DC en cours de maturation vesgenglions lymphatiques, comme
pour le recrutement dans une muqueuse ou sur elnfiammatoire est conditionnée par la
sécrétion de chimiokines. A I'état immature, les 8Xpriment un grand nombre de récepteurs
de chimiokines qui sont totalement bouleversés lpareconnaissance et la capture d’'un
antigéne. Les récepteurs comme CCR1, CCR2, CCRBHE@CCCRS vont voir leur expression
diminuer et a I'inverse, CCR7 devient prépondéedmpermet I'adressage des DC matures vers
la zones T des ganglions lymphatiques, de méme @¥CR4 (Kabashima et al., 2007,
Sallusto, 1998). De nombreuses études ont montd'gjosence d’expression de CCR7 a la
surface des DC matures empéchait cette migratibhgtl., 2004). Les ligands de CCR7 sont
CCL19 et CCL21 et le ligand de CXCR4 et CXCL12. CCjgue un rble majeur dans le
« homing » des DC matures vers les ganglions lytiguess pour la globalité des sous-
populations de DC alors que CXCR4 joue un role pesiDC dermiques et les LC. En suivant
le gradient de ces chimiokines sécrétées dan®hessZl des ganglions lymphatiques, les DC
alors matures se retrouvent dans la méme zoneegueyl T naifs qui possedent les mémes
récepteurs de chimiokines. Les Ly T naifs sontlde§ matures n’ayant jamais rencontré
d’antigene, ceci sera développé dans la deuxiémiie g ce chapitre. La rencontre entre ces
deux cellules est donc favorisée au niveau de te Zb ou les deux cellules vont pouvoir
interagir. Trois signaux vont alors étre généras.signal 1 correspond a la reconnaissance
spécifique du peptide présenté par le CMH de cligsa le TCR du Ly T. Ce signal permet
lactivation du Ly T naif. Le signal 2 correspondl'éateraction entre les molécules de

costimulation des DC matures et leur ligand préssumt les Ly T. Ce signal permet de moduler
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le signal 1, soit pour I'amplifier, soit pour l'iither. Enfin, le signal 3 correspond a la sécrétion
par les DC, de cytokines spécifiques, adaptéesamtidene capté permettant d’induire
différentes sous-populations de Ly T CDA4. Il yadmpopulations effectrices ou « helper » (Ly

Th), Thl, Th2 et Th17 et une population régulatries Treg (T régulateur).

Les trois signaux mentionnés dans ce paragrapbatsigtaillés dans la partie suivante qui se
focalise sur la réponse lymphocytaire et particahgent, la réponse des Ly T CD4. Nous nous
focalisons sur les Ly T CD4, car ils correspondanx sous-populations que nous avons
étudiées dans nos travaux. Nous présenterons @aastie suivante, leur développement dans
le thymus, puis I'importance du TCR et des corémast dans l'initiation et la propagation de

la réponse lymphocytaire T. L’étude des difféererst@gs-populations induites spécifiguement

par les DC, finaliseront cette partie.

2. Les lymphocytes T

Les Ly T sont les cellules centrales de la répomseunitaire adaptative. Apres leur
différenciation a partir de cellules souches hépaitgtiques et la sélection thymique, les Ly T
naifs formés dans le thymus se retrouvent dansdal&tion sanguine pour rejoindre la zone T
des organes lymphoides secondaires (paracorteadt @ans cette zone T que les Ly T naifs
peuvent entrer en interaction avec des DC matwekegr présentent un peptide antigénique
via le CMH. Cette interaction induit une réponse spggd de I'antigene rencontré en
polarisant les Ly T naifs en sous-population deTLy helpers » CD4ou « cytotoxiques »
CD8'. La réponse apportée sera alors adaptée a laemhtudanger générant un continuum de

réponses immunitaires allant des plus inflammasgaaex plus tolérogenes.

2.1. Le développementdes Ly T

Au sein de la moelle osseuse, les cellules mu#mdes, que sont les CSH, sont les
cellules a l'origine de la production des lymphasyt Les CSH donnent dans ce cas un
progéniteur lymphoide commun (PLC). Le PLC quittersala moelle osseuse vers la
circulation pour rejoindre le thymus, siege de g&mknciation en Ly T naifs. Il y a une
premiéere étape de prolifération des PLC dans last@s les plus externes de la corticale. Un

stock de thymocytes immatures doubles négatifs (DDFCD8 est constitué dans le thymus
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(Lind et al., 2001). Les thymocytes sont des LynTceurs de développement dans le thymus.
Avant de passer au stade double positif, les thytesdCD4CD8 vont subir quatre étapes de
différenciation que I'on peut déterminer en étutigxpression de CD25 et de CD44 (Fayard
et al., 2010; Godfrey et al., 1993) (Figure 8). D#¢1 sont CD28CD44", leur migration dans

la zone sous-scapulaire du thymus leur fait acgleé@D25, les DN2 sont donc CDZED44".
Entre DN2 et DN3, il y a un réarrangement génigee gene$ (pour un Ly Tup) du TCR. En
DN3, les thymocytes sont CD2Z5D44, la chainef réarrangée s’apparie avec la pré-chaine
pour former le pré-TCR, primordial pour la survield cellule (Saint-Ruf et al., 1994). C’est a
ce moment qu’il y a formation du complexe CD3 &uaface des cellules. Au stade DN4, les
cellules sont CD2&D44, la chaineo du pré-TCR n’est pas encore réarrangée et les
thymocytes n’ayant pas réarrangé le logg®nt supprimeés. La deuxieme étape de maturation
des thymocytes commence donc a ce stade, il ydelount de prolifération intense, un début de
répression du pré-TCR et les thymocytes vont caagr les deux récepteurs CD4 et CD8 et
sont dites, double positives (DP). Lors de cet@e&de maturation, le réarrangement génique
de la chainex du TCR forme un TCRf mature et fonctionnel. L’expression du TCR mature
a la surface des thymocytes marque le début de siEeagtions, une positive et une négative
basées sur les caractéristiques du TCR. Le prozessselection des Ly T naifs dans le thymus
est long et bien que les thymocytes soient initiget trés nombreux dans I'organisme, une
tres faible quantité arrive au stade terminal dééwitinciation. La sélection positive est une
sélection vis-a-vis des molécules du CMH du sde E¢ déroule au niveau du cortex profond,
ou les cellules épithéliales du thymus présentensémble des molécules du CMH du soi au
TCR du thymocyte. Si le thymocyte n’interagit pas@une des molécules du CMH du soi, il
sera détruit car considéré comme délétere powiléd’inverse, si le thymocyte reconnait les
molécules du CMH du soi avec une affinité interraédi il sera considéré comme viable. Cette
sélection positive assure la restriction aux mdiEculu CMH du soi. C’est pourquoi, cette
étape représente une destruction de thymocytesitherf8%. Les thymocytes ayant reconnu
une molécule du CMH du soi migrent alors dans ldutia@ du thymus, et subissent la sélection
négative. Dans la médulla, les DC présentent aymdloytesvia le TCR des peptides du soi.
Les cellules épithéliales médullaires possedent paeoplie compléete des facteurs de
transcription AIRE (Anderson et al., 2002). Ceslutes épithéliales expriment de facon
ectopique les difféerents antigénes du soi. Sidsadin entre le complexe CMH-peptide du soi
est de forte affinité les thymocytes sont détrugs considérés comme auto-réactifs et
dangereux. Si le thymocyte reconnait le complexeHgMptide du soi avec une affinité
intermédiaire, il est considéré comme acceptabdgdRet al.,, 1996; Sprent and Kishimoto,
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2002). Le réle de la sélection négative est doasdlirer la tolérance du soi. Aprés la sélection
positive les thymocytes double positifs se déldastenCD4 ou du CD8 en fonction de la
molécule du CMH que le TCR a reconnu. S'il se ligsh@ molécule du CMH de classe |, il va
perdre I'expression du CD4 et augmenter I'expresdio CD8. A l'inverse, s'il interagit avec
une molécule du CMH de classe I, il va perdrepi@ssion de CD8 et augmenter I'expression
de CD4 a sa surface (Anderson and Jenkinson, 208iy et al., 2014; Sawicka et al., 2014;
Teh et al., 1988; Zuniga-Pfliicker, 2004). Cependantnoment du passage de DC en simple
positif est débattu. En effet, d'apres certainears, cette étape se ferait aprés la sélection
négative car des thymocytes se liant au CMH deseldgpeuvent devenir des CD4 mais aussi
des CD8 (Bosselut et al., 2001). Inversement, lagmacytes se liant au CMH de classe | ne
pourront pas devenir des CD4 mais uniquement de8. C@s thymocytes alors matures,
simples positifs et tolérant au soi, quittent ntlus. A leur sortie du thymus, les Ly T matures,
mais n’ayant jamais rencontrés d’'antigenes, prenieenom de Ly T naifs. lls expriment le
récepteur de chimiokines CCR7, qui en suivant é&lignt de concentration des chimiokines
CCL19 et CCL21 rejoignent la zone T des gangligngphatiques. Leur présence dans cette
zone permet l'interaction avec les DC matures ayaigtées dans la zone T des ganglions
lymphatiques grace aux mémes chimiokines (Cf 1.8&ns le but de présenter les antigénes
captés (du soi ou exogenes) et d'y apporter unensgpadaptée. Cette réponse adaptée suite a
l'interaction DC-Ly T naifs sera le fruit de traggnaux que nous décrirons dans ce chapitre.
Le signal 1, ou signal TCR correspond a la présentdes peptides antigéniques portés par le
CMH des DC aux Ly T par leur TCR (dans cette énmiés nous sommes intéressés aux Ly T
CD4, donc nous nous intéresserons a l'interacti@R-TMH de classe Il). Il correspond a
l'initiation de I'activation et porte la spécifiétde I'interaction mais ne suffit pas pour activer
les Ly T naifs. Pour cela, le signal 2 ou sigretdstimulation, est nécessaire. Il correspond a
I'interaction des molécules de costimulation présesur les DC avec leurs ligands présents
sur les Ly T. Il augmente I'activation des Ly T fsadl’'un facteur 100, et induit I'expansion

clonale. Enfin le signal 3 ou signal cytokiniqueuit la polarisation lymphocytaire.

2.2. Le signal 1 : Activation des Lymphocytes T
2.2.1. La structure du TCR

Le TCR a un rble essentiel dans la reconnaissded&antigene et I'activation de la
réponse lymphocytaire T. Les deux chaiaedt 3 sont chacune composées de deux domaines

extracellulaires avec une partie constante et wBepvariable, mais ne possedent pas de
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domaine intracellulaire. Les domaines variabled gmparties qui seront en contact avec les
molécules du CMH et le peptide présenté par casétes. A la trés grande variété antigénique
doit correspondre une variabilité du TCR. Ces négibypervariables forment des boucles
uniques a chaque TCR appelées CDR (Complementagrbiaing Regions) (Al-Lazikani et
al., 2000). Les CDR sont au nombre de trois pamehaCDRL, CDR2i, CDR31 et CDRB,
CDR23, CDR3. La région CDR3 se situe au centre de la liaigom@nnait directement le
peptide présenté par le CMH permettant la divemsitéa spécificité de la reconnaissance
antigénique (Jores et al., 1990). Cette diversta@ee a un réarrangement génique somatique
qui a lieu dans le thymus lors de la formation desinesy et des thymocytes induisant un
répertoire potentiel de TCR de I'ordre dé p@r individu. Ce large répertoire de reconnaissanc

d’antigenes permet aux Ly T une spécificité de nseaa un antigéne.

L’absence de domaine intracellulaire dans les oudds du TCR ne permet pas de
relayer les informations recues a l'intérieur dmphocyte. Le TCR qui a eu la charge de
reconnaitre I'antigéne s’associe avec les molécdlesCD3 pour relayer les informations
recues. Le complexe TCR/CD3 permet donc d’indugresignalisation intracellulaire. Les
molécules CD3 sont formées de six chaines formaig tlimeres s’associant au domaine
transmembranaire du TCR, (i) 'hétérodimére @8 3jui interagit de facon faible avec T&R
(i) I'nétérodimeére CD3e, qui s’associe avec T@ret (iii) un homodimere intra-cytoplasmique
CD3E qui s’associe avec TGR(Call et al., 2002). Le domaine intra-cytoplasnedDDZE
posséde trois domaines de signalisation ITAM paiirah Les deux autres domaines n’en ont
gu'un (Kuhns et al.,, 2006). Ces domaines ITAM soahtraux pour l'induction de la

signalisation intracellulaire.

Enfin, les molécules CD4 et CD8, souvent utilisgesytométrie en flux pour identifier
les populations de lymphocytes T, ont un role ingradrdans I'activation du Ly T. Elles sont
recrutées par le complexe TCR-CMH et jouent le ddecorécepteurs en stabilisant la liaison
TCR-CMH mais ont aussi un r6le d’amplification designalisation intracellulaire (Gao et al.,
2002).

2.2.2. Le modele de « kinetic segregation a eiyhapse immunologique
Ce modéle a été proposé dés 1996 par Davis anda&rfavierwe et repris en 2006 (Davis
and van der Merwe, 1996, 2006). Ce modéle dynamégpee, réarrangement des protéines

membranaires des Ly T en fonction de leur taille d&goule au sein de la synapse

immunologique (Huppa and Davis, 2003). Cette symapsnunologique est spécialisée dans
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Figure 9. Interaction DC-lymphocyte T au sein de la
synapse immunologique(D’aprés Huppa and Davis,
2003).



I'adhésion cellule-cellule permettant I'acquisitide I'antigéne, I'activation des lymphocytes
et de leurs fonctions effectrices. Autour des axtgons TCR/CD3/CD4-CMH/peptide, se
forme une couronne de molécules d’adhésion, esflentent des intégrines, favorisant
'échange des signaux (Figure 9). Les moléculesltdéeences ICAM-1 et LFA-3 (CD48)
présentes a la surface des DC se fixent sur lgandi LFA-1 et CD2 présents surles Ly T. A
I'extérieure de la couronne, sont présentes lespitatases CD45 et CD43. La formation d’'une
synapse mature joue un role dans la réorganisaéisprotéines de surface et le rassemblement
des TCR (Graf et al., 2007). A 'état de repos,destéines membranaires sont exprimées de
maniére diffuse sur la membrane. Lors d’'une intesacTCR-CMH, il y a une réorganisation
des protéines de surface. Les molécules de patite tcomme les TCR, CD3, CD2 et CD28
sont recrutées et créent une zone de contactrisésepet privilégiée excluant les phosphatases,
comme CDA45. Cette phosphatase étant la plus abta#ie participerait fortement lorsqu’elle
est activée a I'inhibition de la réponse par sdiv€ tyrosine phosphatase a la fois sur GD3

et Lck (Cho et al., 2016). Cependant, des Ly Trgexpriment pas le CD45 ne peuvent pas
étre activés (Chang et al., 2016). Il y aurait don@ouble réle du CD45 a la fois inhibiteur ou
activateur de la réponse T. Cette exclusion despitaiases permet donc I'activation du
complexe TCR/CD3, I'apparition des tyrosines kinask et ZAP-70 initiant la cascade de
signalisation intracellulaire. Il faut en moyeniaetivation de dix TCR par des couples peptide-

CMH pour activerun Ly T.

La membrane plasmique des Ly T, tout comme celkeé&denombreuses cellules est composée
de radeaux lipidiques. Au sein de cette membrdreeété montré que les radeaux lipidiques
sont requis pour l'activation des Ly T (Varshnewlket2016). Les auteurs ne sont pas d’accord
pour savoir si les TCR sont localisés au niveaurddsaux lipidiques a I'état basal (Beck-
Garcia et al., 2015; Dinic et al., 2015). Cependant de I'engagement du TCR, ce dernier se
trouve au niveau des radeaux lipidiques et la ssmammunologique se forme au niveau de
ces domaines. Les protéines présentes dans ceaixadent essentielles pour I'activation des
tyrosines kinase comme Lck et ZAP-70. Une étudéapoisur une Lck mutante, exclue des
radeaux lipidiques, est incapable d’activer la algation du TCR (Kabouridis et al., 1997). De
plus, des modifications dans la composition de c¢adeaux (diminution de la

glycosphingolipide) réduit la polarisation des LiyIl7 (Zhu et al., 2011).
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Figure 11.Signal TCR et initiation de la voie calcique, de laoie du NF-
kB et des MAPK a partir de la phosphorylation des potéines ZAP-70 et
LAT (D’aprés Morris and Allen, 2012).



2.2.3. Signalisation et voies de transductiosignal

L’interaction entre le complexe CD3/TCR/CD4 avecMH-II, portant un peptide,
permet l'induction d’'une signalisation qui s’effeeten trois étapes : (i) I'activation de la
tyrosine kinase Lck qui phosphoryle les motifs ITAMésents sur les domaines intra-
cytoplasmiques des chainéslu CD3, (ii) le recrutement de la tyrosine kin@#eP-70 qui
phosphoryle la protéine adaptatrice LAT (Linker Aativation of T cells) et (iii) I'activation

des voies de transduction du signal.

2.2.3.1. Initiation de la signalisation

Lors de la liaison entre le CD4 et le CMH-II, leofgine intracellulaire adaptatrice p56
Lck associéee de facon non covalente au corécef@®# se rapproche des domaines
intracellulairestE du CD3 permettant la phosphorylation des moti&NT(Oers et al., 1996;
Veillette et al., 1988). La protéine ZAP-70 (Zeteam Associated Protein kinase 70) est alors
recrutée sur les motifs ITAM phosphorylés (Au-Yewi@l., 2009). Elle est ensuite elle-méme
phosphorylée par Lck induisant son activation, geluj permet de phosphoryler a son tour
LAT (Linker for Activation of T cells) conduisant l&aactivation du signal intracellulaire et a
l'activation du Ly T (Zhang et al., 1998) (Figuré)1

La phosphorylation de LAT par ZAP-70 permet le uéement de nombreuses protéines au
niveau de la membrane comme Grb2 (Growth factoepec-Bound protein 2), Gads (Grb2-
related Adaptor Downstream of Shc), Slp-76, quifse sur Gads, et de la PL{-
(Phospholipase C gamma) (Gilliland et al., 1992y lat al., 1999). Le site d’ancrage
membranaire permet a la PyG¥hydrolyser le PIP membranaire (Phosphatidylinositol 4,5-
biphosphate). Cette hydrolyse aboutit a la produaatie deux seconds messagesdlifositol-
1,4,5-triphosphate) et DAG (Berridge, 1987). Cesxdeeconds messagers sont responsables
de la transduction du signal de trois voies deadigation : (i) la voie calcique (¥, (ii) la voie
PKC- (Protein Kinase C Théta) (DAG) et (iii) la voiesd&IAPK (DAG) (Morris and Allen,
2012) (Figure 11). La voie des MAPK peut ausse é@ictivee de facon indépendante a DAG
apres phosphorylation de LAT. La voie Vav-1/Jundggiendante de SLP-76.
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2.2.3.2. La voie calcique

L’IP3 généré par I'hydrolyse du PlRst libéré dans le cytoplasme et se fixe sur son
récepteur IP3R, présent sur la membrane du RE peetiet le relargage des stocks de calcium
réticulaire dans le cytoplasme. Cette déplétiorcaleium réticulaire induit I'ouverture des
canaux calcigues CRAC (Calcium Release Activatédwra Chanel) a la surface des Ly T
permettant I'entrée de calcium extracellulaire darg/toplasme (Wu et al., 2006a). DeuxXCa
se fixent alors sur la calmoduline, permettant g#adiactivation de la calcineurine, qui est une
phosphatase dépendante dd'Gmais est incapable de la fixer elle-méme). Ellghaéphoryle
alors le facteur de transcription cytoplasmique NNHAuclear Factor of Activated T cells).
S’en suit la translocation de NFAT dans le noyaiuilocoopére avec d’autres facteurs de
transcription pour induire I'expression essentiaat d’IL-2 et de la chaine du récepteur a
'L-2 (CD25) ainsi que de nombreux génes codanirpdifférentes cytokines, ou pour des

récepteurs membranaires (Lee et al., 2004; Wu,&2@06b) (Figure 11).

2.2.3.3. Voie de la PKC

La Lck joue un role dans cette voie, car le remént a la membrane de la PR@st
meédié par sa phosphorylation par Lck. La fixatienRKC#H au DAG permet son activation
(Melowic et al., 2007). Son rble va étre d’actileefacteur de transcription NikB. La PKC#
permet la formation du complexe CMB (CARMA1/Bcl10AT1) qui va activer IKK en
dégradant la sous-unité inhibitrice IKKIKK peut alors phosphorylekB. Sous sa forme non
phosphoryléedB est complexée a NEB, ce qui permet son maintien au niveau cytoplaamiq
Une fois phosphoryléexB est ubiquitinée et détruite par le protéasomerdlibre, il y a
translocation de NikB dans le noyau qui peut se fixer sur les promstéel@s genes comme
ceux de I'lL-2 et de CD25 (Isakov and Altman, 2002pure 11).

2.2.3.4. Voie des MAPK

Cette voie implique en premier lieu la protéinesRpmi peut étre activée de deux
maniéres : (i) Le DAG active RasGRP (Ras Guanyashg protein 1) qui est une protéine

activatrice de Ras ou, (ii) le LAT, ou Grb2 recr@as (Son Of Sevenless) qui active Ras. Une
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Figure 12.Interactions entre les molécules de costimulationgstées par
les DC et leurs ligands a la surface des lymphocygd (D’aprés Hubo et
al., 2013).



fois activée, Ras déclenche la cascade des MAP#ytalsant a I'activation des protéines
Erk1/2 (Roose et al., 2007). Ras active la kinagk1R qui phosphoryle Mek, qui a son tour
phosphoryle Erk1/2. Une fois phosphorylées, Erkpbétrent dans le noyau et phosphorylent
différents facteurs de transcription comme Elk-Lapiivera c-fos (Genot and Cantrell, 2000;
Rincon, 2001). En paralléle, SLP-76 recrute et phosyle Vav-1 qui permet I'activation d’une
cascade de phosphorylation aboutissant a la phogation de JNK (c-jun N-terminal Kinase).
JNK peut pénétrer dans le noyau, phosphoryler cqum en s’hétérodimérisant avec c-fos
forment le facteur de transcription AP-1. En sauffixsur certains promoteurs de genes, AP-1

augmente I'expression d’'IL-2 et de CD25 (Figure.11)

2.3. Le signal 2 induit par les molécules de icasliation

Le deuxiéme signal qui intervient lors du contaatre un TCR et son antigéne
spécifique correspond a l'interaction entre deséaudes de costimulation présentes sur les DC
matures avec leurs ligands respectifs présentesuy T au sein de la synapse immunologique.
Le signal 1 a permis la transcription d’IL-2 et@B25, ainsi que I'expression de CD40-L sur
les Ly T. Le CD40 étant exprimé sur les CPA peroret augmentation de I'expression et de
la synthése des molécules de costimulation. L'esgpom des molécules de costimulation
permet d’'activer massivement les Ly T naifs en iplidint par 100 les niveaux de synthése de
I'IL-2 et en les faisant passer de la phase GOphése G1. En absence du signal 2, lesLy T
naifs deviennent anergique. Cette interaction & pot en fonction des molécules activées, de
promouvoir la réponse des Ly T (CD80-CD86/CD28, 820ICOS) ou au contraire de limiter
la réponse pro-inflammatoire pour éviter les effddtétéres (CD80-CD86/CTLA-4, PD-L1-
2/PD-1). Ces molécules sont réparties en deux liesnilrésentes sur les Ly T : celle des B7-
CD28 et celle des TNF-TNFR. Dans ces deux familessmolécules peuvent étre activatrices

ou inhibitrices de la réponse T (Figure 12).

2.3.1. Les molécules de la famille B7-CD28

B7-1 et B7-2, correspondant respectivement a C&t8GD86 présents sur les DC,
interagissent avec deux molécules présentent sucy&, CD28 et CTLA-4 (Cytotoxic T-
Lymphocytes-Associated protein 4). Ces deux lisgseont respectivement, avoir des effets

immunogénes et favoriser la prolifération lymphaing ou tolérogene et réprimer cette
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prolifération. L’augmentation de I'expression de &Det de CD86 est induite par le processus
de maturation des DC. CD28 est exprimé sur en\d080 des Ly T (June et al., 1990). La voie
d’activation CD80-CD86/CD28 est tres importanterd@activation des Ly T. Cette interaction
induit une forte sécrétion d’IL-2 ainsi qu’une augmmation de CD25, qui correspond a ILe2R
(boucle autocrine de stimulation) (Lenschow etZ96; Linsley et al., 1991). CTLA-4 est un
homologue structurel de CD28 mais a une affinité fbrte pour les CD80 et CD86 et a des
effets différents. En effet, en condition physiatpge CTLA-4 a pour role d’éviter I'activation
des Ly T contre des antigénes du soi et participmaintien de la tolérance (Greenwald et al.,
2005; Kurtz et al., 2009). Lors d’'une inflammatetd’une activation forte des Ly T, il y a une
augmentation de I'expression de CTLA-4 au bout 8, 4ui entre en compétition avec le
CD28 pour se fixer au CD80 et au CD86. Ayant pladfidité pour ces molécules le couple
CD80-CD86/CTLA-4 se forme, induisant un controle Haflammation en inhibant
I'activation lymphocytaire, réduisant la productiditL-2 et arrétant les cellules en phase G1
(Hubo et al., 2013). En outre, I'absence d’expasdgie CTLA-4 induit I'expression de Ly Thl
et Th2, et sa présence permet d'inhiber la prodnctie cytokines par ces deux sous-

populations (Alegre et al., 1998).

ICOS (Inducible Costimulator) exprimé sur les lymopytes T et ICOS-L (ICOS-
ligand) exprimé entre autres sur les DC font pattida famille CD28-B7 (Hutloff et al., 1999;
Yoshinaga et al., 1999). ICOS qui est un homolapI€D28 agit en synergie avec CD28 pour
réguler la différentiation des Ly T CD4. L'interamt ICOS/ICOS-L est en partie responsable
de l'induction de Ly T anergiques et a des capaatppressivesda la sécrétion d’IL-10. Tres
exprimé sur les DC immatures et les DC régulatrit@®S-L a un réle dans le maintien de la
tolérance périphérique en stabilisant I'expressldh-10R sur les DC et sur les Ly T et en
induisant des Ly Treg (Ito et al., 2007; Tuettegbet al., 2009). Cependant, ICOS est aussi
exprimé sur des Ly Thl et Th2, & la fois pour gécréde I'lL-10 et contrbler la réponse
inflammatoire mais aussi pour sécréter de I'lL-4, IHL-13 et de I'lFN+« (Sperling and
Bluestone, 2001; Wassink et al., 2004) . La répa@ssalépendante de la nature de I'antigene
rencontré, de sa localisation dans les tissus daddronicité de la réponse immunitaire
(Bonhagen et al., 2003).

CD28 et ICOS jouent leur role de costimulation a&ttivant la voie des PI3K
(Phosphoinositide 3 kinase) (Cf 2.3.3.) (Mittelstieat al., 2016).

La molécule PD-1 (ProGram Death-1) exprimée sutieT a deux ligands, PD-L 1 et
2. Leur interaction entraine I'inhibition de la ofse T en freinant I'activation de la voie de
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signalisation PI3K (Parry et al., 2005). La présede PD-1 et de PD-L1 semble primordiale
pour limiter le rejet de greffe du fait de leur aappé a inhiber les Ly T effecteurs et a induire
des Treg (Keir et al., 2008; Riella et al., 201&)inverse, il a été montré une surexpression
de PD-1L sur des tumeurs, leur permettant d’échragpteeréponse immunitaire (Hamanishi et
al., 2007; Nakanishi et al., 2006). Actuellemems @études utilisant des anticorps anti-PD-L1
sont menées pour lutter contre certains cancerst Bo mélanome, avec des résultats
intéressants. Ces anticorps permettent d’'inhilbgeraction de PD-1 avec les PD-L1 présentes

sur les tumeurs, permettant de lever l'inhibitiansysteme immunitaire (Hamid et al., 2013).

2.3.2. Les molécules de la famille TNF/TNF-R

Ox40L est exprimé par les DC apres stimulatiol€@40L. 1l se fixe sur Ox40
exprimé par les Ly T (Ohshima et al., 1997). Catteraction joue un rdle important dans
I'expansion clonale des Ly T. En I'absence de gséunrél’IL-12, cette interaction induit une
différenciation des Ly T naifs en faveur des Tha ¢t al., 2005). Cependant, en présence d’IL-
12, les Ly T naifs se différencient plutét en TBIngdt et al., 2002). En plus d’avoir un effet
pro-Thl ou pro-Th2, la stimulation d’OX40 inhibexpression de FoxP3 (Forkhead box P3)
et I'induction de Ly Treg (Ito et al., 2006; Vuadt, 2007).

2.3.3. Le CD40/CD40L

Le CD40 (TNFRSF) est une molécule de costimulgpi@sente sur les DC et non sur
les Ly T. Le CD40L (CD154) présent sur les Ly Tliseau CD40 (Grewal and Flavell, 1998).
L’effet est donc inverse aux autres molécules d¢irmmlation présentées. Le réle de la liaison
de ces deux molécules est complexe et peut selrcdaditions amplifier la réponse
immunitaire ou étre tolérogene. Le CD40L exprimélsg Ly T activés entre en interaction
avec le CD40 des DC matures, induisant une augmm@mtde I'expression de CD80 et de
CD86. Il en résulte une sorte de boucle d'activatdes DC par les Ly T, permettant
d’augmenter le signal 2. Ceci se traduit par I'iciitn de la sécrétion de cytokines comme I'IL-
2 et 'lL-12 (Quezada et al., 2004). Cependantyttes etudes ont montré que des DC stimulés
par le CD40 pouvaient avoir un effet anergiquelssrLy T en produisant de I'lL-10 et en
stabilisant I'expression de I'lL-10R sur les Ly Tuettenberg et al., 2010). La différence entre

les deux réponses serait due au niveau d’expredsié@@D40L. Un faible niveau d’expression
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Figure 13.Expansion clonale dépendante de I'lL-2 et de la veimTOR (D’apres
Boyman and Sprent., 2012).



de CD40L induirait I'effet anergique alors qu'unerte expression de CD40L induirait la
sécrétion d’'IL-12 (Murugaiyan et al., 2007).

2.3.4. La voie de stimulation de la PI3K

La PI3K joue un rble essentiel dans l'activati@sd.y T. Ce réle a été montré par
I'utilisation de souris mutantes pour le CD28, é@emns I'incapacité de se fixer a la PI3K, ceci
entrainant un défaut de prolifération lymphocytanesi qu'un défaut de sécrétion de I'lL-2
(Harada et al., 2001). La PI3K est rapidement éetaprés engagement du TCR et recrutée au
niveau membranaire. Son activation permet le reamaht de protéines & domaine PH
(Pleckstrin Homology) impliquées dans les procesigusroissance et de survie cellulaire mais
aussi dans la réorganisation du cytosquelette ideacka PI3K permet aussi I'activation des
Tec kinases permettant d’activer la BilCqui, comme montré précédemment joue un réle
majeur dans le déclenchement des différentes daisgynalisation (Ward and Cantrell, 2001).
La PI3K activée recrute aussi a la membrane Akipfoteine kinase B), active la voie mTOR
(mammalian Target Of Rapamycin) et la voie des MABKfin, en jouant sur les différentes
voies de signalisation, la PI3K induit la sécrétamerue d’IL-2 et de CD25 (IL-2R).

2.3.5. L'expansion clonale : Interaction IL-2/AR

A la fin du signal 1 et du signal 2, les Ly T madint commencé la synthése d’'IL-2 et de
CD25, ce qui a permis de faire progresser le oyelelaire de la phase GO a la phase G1. Les
signaux délivrés par les molécules de costimulagébhe CD25, renforcent 'activation de
MTOR, aboutissant a une augmentation de sécrétio2 @t de I'expression du CD25.

La fixation de I'll-2 sur le CD25 (II-R&) permet le recrutement des deux autres chflietg

du CD25, déja présentes sur les Ly T au reposetmitement de ces deux chaines augmente
I'affinité de I'lL-2 pour son récepteur. Ainsi, #e créé une boucle autocrine IL-2/CD25
dépendante de mTOR permettant d’activer de nouleawie de la PI3K, et de stabiliser
I'activation médiée par I'll-2 (Figure 13) (Boymand Sprent, 2012). Cette boucle autocrine et
l'activation continue de mTOR prévient I'anergie geérmet d’induire ['initiation de la
prolifération lymphocytaire (Powell et al., 1999)es genes impliqués permettent la
progression du cycle cellulaire de la phase Glph#se S du cycle cellulaire. Les cellules vont
alors se diviser par mitose et permettre I'expandian clone spécifique de I'antigene présente

par les DC. Enfin, des Ly T déplétés en mTOR nja# permis d’induire la différenciation des
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Ly T naifs en sous-population effectrice de Ly fi.rEvanche les Ly T naifs sont devenus des
Ly Treg (Waickman and Powell, 2012). mTOR joue dancrble dans le développement du

signal 3 et la mise en place de la polarisatiorplyatytaire T.

2.4. Signal 3 et polarisation lymphocytaire T

Les Ly T CD4, appelés aussi T « helper » jouentr@la central dans la réponse
immunitaire. La réponse des Ly T CD4 est adapt&esggnaux issus du microenvironnement
captés dans les tissus périphériques par les PRR@eAprés migration, les DC activent alors
les Ly T naifs dans les ganglions lymphatiques. Dan premier temps, I'expression des
marqueurs de costimulation a la surface des D@densant une augmentation de I'expression
du CD25 ainsi qu’'une importante sécrétion d’IL-2rmpet aux Ly T naifs de devenir des Ly
ThO. Ces derniers commencent a se multiplier géd€activation de mTOR et la boucle
autocrine d’lIL-2/CD25, et a synthétiser un largegdade cytokines, mais ne sont pas encore
différenciés. Le signal 3, ou signal cytokiniquerrespond a la sécrétion de cytokines par les
DC. La sécrétion cytokinique est spécifique degganes captés par les DC et permet aux Ly
ThO de se différencier en quatre sous-populatiessl.y Thl, Th2, Thl ou Treg (Figure 14).
Un engagement de Ly ThO dans une voie est soudimitd. En effet, les cytokines ont des
effets antagonistes entre elles, favorisant akus propre voie tout en s’opposant aux autres.
De plus, dans un second temps, les Ly Th sécretasgi des cytokines leur permettant
d’augmenter l'activation de fagcon autocrine. Pagragle les Ly Thl stimulés essentiellement
par I'lL-12 provenant des DC sécrétent a son teufl-12 mais aussi de I'lFN-; les Ly Thl
possédant les récepteurs de I'liFNCette suite d’événement permet ainsi la polacsat
lymphocytaire, apportant une réponse forte et a@dapti pathogéne. Ainsi, par exemple, la
présence de bactéries intracellulaires captedso&C induira une réponse essentiellement de
type Th1l, alors que la reconnaissance de parasitame les helminthes, par les DC induira
une réponse de type Th2. Enfin, la reconnaissaadactéries extracellulaires a la surface des
mugqueuses par les DC induira généralement une sémttype Th1l7. Les Ly T reg auront un
réle dans la régulation des réponses immunes &llemssentiel dans la reconnaissance du soi
(Reiner, 2007).
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2.4.1. Les Ly T effecteurs
2.4.1.1. Le paradigme Th1/Th2

La découverte des sous-populations lymphocytastsrécente. C'est en 1986 que
Mosmannet al, décrivent a partir d’'un modele murin, deux spapulations lymphocytaires
dérivées d’'un méme précurseur, les Ly Thl et le$hy (Mosmann et al., 1986). Ces cellules
sont difféerenciées en fonction de leur profil derééon cytokinique. Les Thl sécretent
essentiellement de I'IFN; induisant une activation des macrophages permetta lutter
contre les pathogenes intracellulaires alors gai@ e sécretent de I'lL-4, IL-5, IL-10 et IL-13
permettant de jouer un réle important dans I'élaion de parasites extracellulaires. Dés lors,
apparait la notion de balance Th1/Th2, avec deus-populations mutuellement exclusives

possédant des actions antagonistes.

2.4.1.2. Les Lymphocytes Thl

Les cytokines sécrétées par les cellules de I'imitéunnée, comme les DC, ou par le
microenvironnement créeé par les cellules épithedial’une muqueuse jouent un réle essentiel
dans la polarisation des sous-populations lymplai®g. L'IL-12 sécrétée par les DC, induit
la polarisation de Ly T naifs en Ly Thl (Macatoetal., 1995). L'IL-12 sécrétée par les DC
se fixe sur I'lL-12R des Ly T naifs, active le fagt de transcription STAT4 (Signal Transducer
and Activator of Transcription 4) et induit la sé&@on d’IFN+. Dans le méme temps, il y a une
augmentation de I'expression d’'IFfR a la membrane des Ly T. Par le biais d’'une boucle
autocrine, I'IFNy sécrétée se fixe sur I'lF)R, présent sur la membrane, et active les facteurs
de transcription STAT1 et T-bet (T-box transcriptfactor), ce qui amplifie la sécrétion d’IFN-

y par le Ly T lui-méme et induit la polarisation dgsT naifs en Ly Th1 (Lighvani et al., 2001).
C’est ce facteur de transcription T-bet, qui actav@rogrammation génétique des Ly T naifs
en Thl et réprime la programmation génétique deimaTh2 (Szabo et al., 2000). La sécrétion
d’IL-12 par les DC induit donc une polarisation lghocytaire de type Thl. La sécrétion de ces
cytokines est antagoniste avec la sécrétion d’Bi-éhhibe I'expression de GATA-3 (Trans-
acting T-cell-specific transcription factor) quitde facteur de transcription essentiel au
développement des Th2. De plus, il est reconnuliutensité du signal 1 apporté par la
guantité d’antigene ainsi que I'expression des moés de costimulation pouvaient réguler la
différenciation Th1/Th2. En effet, une importantecentration d’antigene ainsi qu’une forte
expression de CD40L et de CD40 induisent une difféiation des Ly T naifs en Thl (Ruedl
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et al., 2000). Inversement pour la polarisationLgnTh2. Enfin, les Ly Thl expriment a la
surface préférentiellement CXCR3 et CCR5.

Grace a la sécrétion de ces deux cytokines pritespkes Ly Thl ont la capacité de lutter contre
les infections par des bactéries intracellulailisvacuolaires en stimulant les macrophages et
les cellules NK. Les Ly Thl permettent aussi deelutcontre les infections virales
intracytoplasmiques en stimulant les Ly T cytotadg. Cette réponse antivirale apportée par
les Ly Thl serait, d'apres une étude récente, dkpda de I'lL-33 et de son récepteur ST2,
initialement connus pour jouer un réle dans la peddéion des Ly Th2 (Baumann et al., 2015).
Une hyper-activation de la sous-population Thl jreddire certaines maladies auto-immunes

comme, l'arthrite rhumatoide, la sclérose en plaglieyper sensibilité de type IV...etc.

2.4.1.3. Les Lymphocytes Th2

Dans la polarisation des Ly T naifs en Ly Tha,4 joue un role majeur (Swain et al.,
1990). Il existe deux voies d’activation des Ly T2 fonction de la concentration en IL-4.
Lorsque I'lL-4 est sécrétée par les DC de manibmndante, elle se fixe sur I'lL-4R du Ly T.
La fixation d’IL-4 sur son récepteur permet I'actilon du facteur de transcription STAT6 qui
induit 'expression de GATA-3 (Zheng and FlavelQ9¥). La surexpression de GATA-3
stimule la production d’IL-4, d’IL-5 ainsi que d'HlL3 et inhibe I'expression d’IL-12R (Ouyang
et al.,, 1998). S’il n’y a pas d’apport d’IL-4 exow® il peut y avoir une auto-activation de
GATA-3 induisant une faible production d’IL-4 médipar le TCR. L'IL-4 endogéne agit alors
comme l'exogene et sur-régule I'expression de GASrpermettant ainsi de recréer la boucle
autocrine (Farrar et al., 2002). Les cellules &pisthes, peuvent sécréter une grande variété de
cytokines. Au contact d’helminthes, elles sécredent SLP (Thymic Stromal Lymphopoietin),
de I'lL-25 et de I'lL-33 en grandes quantités. EllEont connues pour augmenter l'interaction
des molécules de costimulation Ox40/0Ox40L pourpaasser la réponse Th2 (Ito et al., 2005;
Kitajima et al.,, 2011). Les cellules épithélialas @ntact d’helminthe sécretent aussi des
chimiokines comme CCL17, CCL22 (jouant sur CCR4Jext eotaxin-like (jouant sur CCR3)
permettant le recrutement de nombreuses cellubesme les éosinophiles, les ILC2 (Innate
Lymhoid cells 2), les Th2, les T reg et les baslgshfHammad and Lambrecht, 2015). Bien
gue les DC soient essentielles pour le développedeia lignée Th2, il semblerait que dans
certains cas, leur stimulation seule ne soit ptsante pour induire une réponse Th2 compléte

(Tang et al., 2010). En effet, les basophiles paticoopérer avec les DC en sécrétant d’une
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part une forte quantité d’'IL-4, et d’autre part,agmmnt un réle de CPA faisant de la présentation
antigénique aux Ly T pour amplifier la réponse TNakanishi, 2010; Sokol et al., 2009a). De
plus, les basophiles sont responsables de laelitétion en Ly Th2 en réponse aux hapténes
et a des peptides antigéniques mais pas a desng(©tsuka et al., 2013, 2016). Enfin, les
Ly Th2 expriment a la surface CCR4, CCR3 et CRTh2.

Les Ly Th2 stimulés jouent alors un role dans laecwtation de classe de plasmocyte a IgG
en plasmocyte a IgE spécifique de parasite ou allengene. Ces IgE spécifiques se fixent a la
surface des basophiles et des mastocytes, quigergsges récepteurs au fragment constant des
IgE, F&RI. Les IgE se fixent alors sur leur cible, ce qutive la cellule qui, en réponse
dégranule et détruit les helminthes par exemplenget al., 2010). Cependant, du fait de la
commutation de classe en IgE, une surproductiohyd&h2 joue un réle majeur dans les
maladies atopiques comme l'asthme, la rhinite gibere et la dermatite atopique.

24.1.4. Les Ly Th17

Pendant presque 20 ans, I'étude des sous-pomddyimphocytaires s’est axée presque
exclusivement autour de la dichotomie Th1l/Th2. k0 ans, la découverte de nouvelles
cytokines de la famille de I'lL-17 (6 cytokines norées IL-17A a IL-17F) et I'analyse de
cytokines comme I'lL-23 (faisant partie de la famite I'lL-12) ainsi que I'attribution de
nouveaux réles donnés a des cytokines pléiotropigamme I'lL-6 et le TGH, ont mis en
exergue la présence d’une troisieme sous-populdtolny T effecteurs sécrétant de I'lL-17 :
les Ly Th17 (Harrington et al., 2005; Park et 2005). Au départ, il était envisagé que I'll-23
joue un réle majeur dans la polarisation de Ly Tsnan Ly Thl7. En effet, L'IL-23 partage
une sous-unité avec I'lL-12, la p40, mais pas I3, gar la deuxieme sous-unité de I'lL-23 est
la sous-unité p19. La sous-unité p40 se fixe stédepteur IL-12R1 et la p35, sur le récepteur
IL-12RpB2. Or, seul le récepteur IL-1BR est présent sur le Ly T naif. L'IL-23 ne peut don
pas se fixer et stimuler les Ly T naifs, mais duuai réle dans la stabilisation des Th17
(Veldhoen et al., 2006a). Des auteurs ont alorsoté@ que la combinaison d’'IL-6, d’'ILBlet
de TGFf en faible dose semble essentielle a la générdaolny Th17 (Bettelli et al., 2006;
Mangan et al., 2006; Sallusto et al., 2012). Lalgioason de ces quatre cytokines varient en
fonction du pathogene reconnu (Manel et al., 20083.Ly Th17 sécretent des cytokines de la
famille de I'lL-17 mais aussi de la famille de |42, I'lL-21. Cette derniére cytokine a plusieurs

propriétés lui permettant a la fois, (i) de jouesiivement sur le développement de Th17 en
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amplifiant la différenciation en Th17 en collabdovatavec le TGH3, (ii) de produire plus d’IL-

21 grace a une boucle autocrine et (iii) d'augmdigepression d’IL-23R sur les Th17 (Korn
et al., 2007a; Nurieva et al., 2007; Zhou et &Q7). Il y a donc trois étapes distinctes dans le
développement des Th17, chacune caractérisée paytokine. Ces étapes se font toujours en
présence de TGE- (i) I'induction avec I'lL-6 et I'lL-1B, (ii) I'amplification avec I'lL-21 et

(iii) la stabilisation avec I'lL-23. STATS3, stimulgar I'lL-6 et I'lL-23 joue un rdle important
dans le développement de cette lignée en actieafadteur de transcription RORc (RAR-
related Orphan Receptor c¢) (Acosta-Rodriguez e@07; Ivanov et al., 2006; Laurence et al.,
2007; Yang et al., 2007). La sécrétion d’IL-2 gia STAT5 est un facteur de croissance des
sous-populations Thl et Th2 a un rdle inhibiteurTt&7, tout comme la sécrétion d’IFRN-
d’IL-4 et d’IL-27 (Harrington et al., 2005; Korn at., 2007b; Stumhofer et al., 2006; Veldhoen
et al., 2006b) (Figure 15). Enfin, les Ly Th17 ermnt a leur surface CCR6, leur permettant

d’étre adressés vers les muqueuses.

L’IL-17RA, est un récepteur présent sur de nomtesusellules, comme les cellules
endothéliales, les cellules épithéliales et leoblastes. Une fois activées par I'lL-17 sécrétée
par les Ly Th17, ces cellules sécréetent des cy&skmo-inflammatoires comme P'IL-6, I'IL{L

et le TNFe ainsi que des chimiokines induisant le recruterdestpolynucléaires neutrophiles.
Ce recrutement induit une trés forte inflammati@nnpettant de lutter contre les pathogénes
extracellulaires présents a la surface des mugsamemeKlebsiella pneumonigeCandida
albicans et Staphylococcus aurelisluang et al., 2004; Infante-Duarte et al., 2006l|¥and
Lindén, 2004; Puel et al., 2011). Cependant, unavaiae régulation de la sécrétion d’IL-17 a
été reconnue pour jouer un réle majeur dans lelogwement de maladies auto-immunes
comme l'encéphalomyélite auto-immune ou le psaiaginsi que dans les maladies
inflammatoires chroniques de I'intestin (MICI), cora la maladie de Crohn (Ghoreschi et al.,
2010; Harden et al., 2015; Lock et al., 2002; Sstal., 2006; Teunissen et al., 1998; Yen et
al., 2006).

2.4.2. Les Ly T régulateurs

Les Ly Treg ont un réle clé dans le maintien deméostasie immunitaire et de la
tolérance a la fois, aux antigenes du soi et atig@mes inoffensifs de I'environnement. Les
premieres études indiquant des phénomeénes dertoéenaar des cellules provenant du thymus

ont été publiées vers la fin des années 1960 (Gersh al., 1968; Isako¥iet al., 1965).
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Cependant, au début des années 1990, les autsaisrfi&mention de Ly T suppresseurs et non
régulateurs. C’est seulement au milieu des anr@@3® que ce concept essentiel a été remis en
cause, pour faire alors mention de Ly T a actiggularice, c’est-a-dire, les Ly Treg. Ces
cellules ont une action opposée a celle des sopskumons effectrices décrites précédemment,
a savoir, une action anti-inflammatoire (Sakaguathal., 1995). Sont décrits alors, deux types
de tolérance : la tolérance centrale médiée paryebreg dits naturels, directement produits
dans le thymus et la tolérance périphérique, méuiédes Ly Treg induits apres polarisation
au contact des DC par la sécrétion d’'IL-10 et d&-PGCe sont les deux sous-types cellulaires
principaux, CD4, CD25 et FoxP3 (Asseman et al., 1999; Powrie et al., 1996; Takhhet

al., 2000). Les Treg induits sont activés spécédmant par la présentation d’antigéne par les
DC. Les Treg peuvent agir de plusieurs facons (E€idi6) : (i) en sécrétant des cytokines
inhibitrices IL-10, TGFB et I'lL-35 (Collison et al., 2007, 2009). La séooé d’IL-35 induirait
une autre sous-population de Ly Treg, les iTr3anayne activité suppressivia la sécrétion
d’'IL-35 mais pas d’IL-10, ni de TGB-(Collison et al., 2010, 2012). (ii) Par cytolyse e
sécrétant des molécules granzyme (Gondek et &5;2B8rossman et al., 2004). (iii)) Par
altération métabolique en consommant I'll-2 présagréice a leur forte expression en CD25,
privant les Ly T effecteurs de I' IL-2 nécessairke@ars besoins (Pandiyan et al., 2007) et (iv)
par action sur les DC en inhibant I'expression aéécules de co-stimulation comme CD80/86
et en induisant des molécules immunosuppressivemeoiindoleamine 2,3-dioxygenase
(IDO) (Vignali et al., 2008). Une déregulation dgsTreg peut induire de nombreux problémes
physiopathologiques participant a I'apparition deladies dysimmunitaires comme les

allergies, maladies auto-immunes ou les cancers....

La classification des Ly Treg est trés discutée,deaux autres sous-types, les Trl et les Th3,
qui n’expriment pas le FoxP3 seraient aussi de$reyg, mais présents en faible quantité dans

certaines muqueuses.

Les Ly Trl, sont des lymphocytes producteurs d'0L-1Is peuvent cependant sécréter de
faibles quantités de TGE;- d’IL-5, d'IL-2 et d’IFN-y, mais pas d’IL-4. lls expriment les
marqueurs d’activation CD28, CTLA4, CD25, HLA-DR @b40L (Roncarolo et al., 2006).
De plus, ils expriment a leur surface a la foismdegpteurs de chimiokines des Ly Thl CXCRS3
et CCR5 ainsi que des Th2 CCR3, CCR4 et CCR8. @iéls expriment différents marqueurs
d’activation, ils ont peu de capacité a prolifétern’ont pas besoin d’exprimer le FoxP3 pour
jouer leur réle régulateur. Bien que les Ly Trlespigénéralement caractérisés par I'absence

de FoxP3, ce point est encore disputé et certaiteuss indiquent que des Ly Trl peuvent
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exprimer FoxP3 (Brun et al., 2009; Maynard et2007; Roncarolo and Gregori, 2008). Les
voies de signalisation sont mal connues mais geraigtivées par AHR (Aryl Hydrocarbon
receptor) (Gandhi et al., 2010). Ils sont généréstro a partir de Ly T naifs apres stimulation
du TCR en présence de grande quantité d’IL-10 dga# et al., 2006). De méme, une
stimulation répétée de Ly T naifs par des DC immeat@allogéniques peut induire des Ly Trl
(Wakkach et al., 2003). lls ont surtout un rolesti@portant dans la tolérance au greffon lors
de transplantation (allo-antigéne), dans l'inhditide la réponse immunitaire face a des
allergénes (antigénes de I'environnement non daoigeet dans la tolérance du soi (Battaglia
et al., 2006). Du fait de leur stimulation aprésteat répété avec un antigéne, ils agiraient a
retardement, pour diminuer la réponse immunitdiire de restaurer et maintenir la tolérance
(Gol-Ara et al., 2012).

Les Ly Th3, sont des lymphocytes producteurs de -BGHs ont été identifiés lors de
recherches concernant I'étude des mécanismes @anok orale au niveau de la muqueuse
digestive. Les Ly Th3 apportent leur aide pour darétion d’'IgA et ont un réle dans la
suppression des réponses Thl et Th2. L'expressiorrakP3 par les Th3 est discutée
(Ramsdell, 2003). Les Ly Th3 exercent leur actigiippressive grace a la sécrétion de PGF-
indépendamment d’'un contact avec une cellule. @ertauteurs leurs attribuent un réle
important dans ’lhoméostasie des Ly T, mais ce ghdenrecherche doit étre plus investigué
(Gol-Ara et al., 2012; Zhu and Paul, 2009).

2.4.3. Plasticité lymphocytaire

Comme cela vient d’étre décrit, les Ly T naifsymnt se différencier en plusieurs sous-
populations effectrices ou régulatrices et avdiédentes fonctions (Sallusto et al., 2004). Une
fois différenciés, apres avoir rencontré un antigepécifique, les Ly T sont moins flexibles,
bien que certaines de ces sous-populations gardentpossible plasticité leur permettant
d’acquérir de nouvelles fonctions, en sécrétanndevelles cytokines apres une nouvelle
stimulation, en passant par exemple, de Ly Th ey ©u vice versa (O’Garra and Vieira, 2007;
Zhou et al., 2009a). La plasticité des Ly T esbeaenal connue chez 'lHomme. Les premieres
études sur la plasticité lymphocytaire ont étéefagur les Thl et les Th2. Bien qu'il ait été
montré que I'lFNy et I'lL-4 ont un effet antagoniste respectivemenvers ces deux sous-
populations, des Th1l mémoires ont la capacité deyre de I'lL-4 apres stimulation du TCR

en présence d’lL-4 sans perdre leur capacité aumede I'IlFN+ alors que les Th2 semblent
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Figure 17.Plasticité lymphocytaire entre les lymphocytes Thet Th17 (D’aprés Geginat et
al., 2016).

(a) Augmentation d’expression du facteur de trapsion t-bet et de la production d’'IFXpar
les lymphocytes Th17 formant des Thl ex Th17. (bymentation d’expression du facteur de
RORyT et de la production de TGEK-IL-6, IL-1 et IL-23 par les lymphocytes Th1l formant
des Th17 ex Thl. (c) Mécanisme génétique possipliigeiant I'expression de ROR par des
Th1l en présence de TG¥--



moins plastiques (Messi et al., 2003). De plugatees cellules sont capables d’exprimer a la
fois des marqueurs de surface Thl et Th2 que sEQR3 et CCR4 (ou CRTh2), ainsi que
GATA-3 et T-bet (Peine et al., 2013; Rivino et &004). Pour poursuivre dans I'étude de la
plasticité des Thl, il a été montré que I'lL-12 pieluire des clones de Thl producteur d’'IFN-
y et d'IL-10 (Gerosa et al., 1996). Ces cellulesrodpctrices d’IL-10 et d’'IFN¢ (Trl) sont
trés peu présentes dans le sang et répondent pattexyenes persistants dans I'organisme
contrblant ainsi la réponse potentiellement néfdstee hyperproduction d’'IFN-(Haringer et

al., 2009). Les Ly Th1 deviennent alors des Ly &sec une phase intermédiaire ou les cellules
sont coproductrices dIL-10 et d’'IFN-Ce switch est nécessaire pour maintenir l'intégiiu
tissu dans ce type d’infection (Cope et al., 20REcemment, il y a eu une avancée concernant
la plasticité des Th2, dans un modele murin déotila fait que des Ly Th folliculaires (Ly
Tfh) (Cf 2.4.4.) (Ly T aidant les Ly B a produiresiAc) sont dérivés de Th2 (Zaretsky et al.,
2009). Ces résultats montrent que les Ly Thl et, Hx8entiellement mémoires peuvent
acquérir différentes propriétés fonctionnelles apuie nouvelle stimulation antigénique sous
linfluence de cytokines. De plus, il a été mont&s récemment, que dans un modéle murin
d’'inflammation intestinale, les Ly Th1l pouvaientdiéférencier en Th17 sous l'influence de
TGF{ (Geginat et al., 2016; Liu et al., 2015) (Figui®@.1

Comme mentionné auparavant, la différenciation gihl7 est plus complexe que pour les
Ly Thl et Th2 car elle nécessite un cocktail destom quatre cytokines. Ces Ly Th17 ont une
plasticité importante et peuvent étre Th1l/Th17,/Th27 et Treg/Th1l7. En effet, ils peuvent
exprimer a la fois CCR6 et CXCR3 sous l'action dlig, mais aussi de I'lL12 et de I'lFN-
(Duhen and Campbell, 2014; Lexberg et al., 201@s Cellules luttent a la fois contre les
pathogenes reconnus par les Thl et les Th1l7 eteswithies chez les patients atteints de
maladies auto-immunes. Certaines cellules peuvémierdevenir des Ly Thl dérivés de Ly
Th1l7 et le marqueur CD161 a été proposé comme marquour différencier les Ly Thl
conventionnels des Ly Th1l dérivés de Th17 (Maggl.e2012). En 2010, une équipe a identifié
une rare population de cellules sécrétant a ladeiBIL-17 et de I'lL-4, étant donc Th2/Th17
avec un réle inflammatoire dans I'asthme allergif@esmi et al., 2010). L’IL-21, sécrétée par
les Ly Th17, peut inhiber la sécrétion d’'IFNet accroitre la sécrétion d’IL-10 par les Ly Th17
et donc générer a la fois des Ly Th17 conventian(sdcrétion autocrine d’ll-21) ou des Ly
Th17 régulateurs tout en inhibant les Ly T pathagées Th1/Th17 (Kastirr et al., 2014; Peters
et al., 2011). Ces résultats récents montrent e@siey Th17 sont hautement hétérogenes et
partiellement instables.
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Enfin, au sujet de I'hétérogénéité des Ly Tre@ été montré que les principaux facteurs de
transcription que sont T-bet, GATA-3 et RORc peu\&re exprimés par des sous-populations
de Ly Treg. Lors d’une infection forte dans un eamhement tolérogene, la quantité de Treg
décroit, la population de Ly Thl augmente et lesTkgg peuvent exprimer T-bet et I'lFN-
(Oldenhove et al., 2009). Cependant, lors d’'uneaigésance de la population de Ly Treg, celle-
ci a plutét tendance a préférentiellement se difféler en Ly Th2, méme dans un
environnement Thl (Wan and Flavell, 2007). EnenTGF$ jouant un rble important dans la
différenciation des Ly Treg et des Ly Th17, sa emt@tion en baisse ainsi que la présence
d’ll-6, (plus d’IL-1B...) peut faire que des Ly Treg se différencient gnTh17 (Voo et al.,
2009). Cette balance Th17/Treg est régulée paniesactions du systeme immunitaire de la
mugqueuse digestive et de la flore digestive. Gdesirquoi, cette balance est tres importante au
niveau du tube digestif pour lutter contre les MIDE nombreuses études s’intéressent a la
modification de la flore intestinale par I'ajout gwobiotiques dans le but de créer un
environnement riche en TGFafin de jouer sur cette balance Th17/Treg et foqphes de Treg
gue de Thl. Enfin, une équipe a déterminé que beauce Ly T effecteurs avaient
précédemment exprimé FoxP3 et qu’ils sont soitvééride Treg, soit que pendant leur

différenciation, les Ly T effecteurs ont expriméP8 de facon transitoire (Zhou et al., 2009b).

2.4.4. Autres sous-populations issues de la&édgmphoide

Dans notre étude, nous nous sommes intéresseguatre grandes sous-populations
lymphocytaires citées precédemment. Cependantisiieed’autres sous-populations ayant des
réles néanmoins importants, qui ont été récemmegritds. Elles seront brievement présentées

dans cette sous partie.

Les Ly Th22, découverts en 2009, sont des lympsgytoducteurs d’IL-22. Due a I'utilisation
de modéles animaux, la sécrétion d’lL-22 étaiiafément attribuée aux Ly Th17 (Yang et al.,
2008). Cependant, I'activation du facteur de trapson des Ly Th17, RORc chez 'lHomme
(RORYT chez la souris) n'entraine pas de sécrétion @A2L-Le facteur de transcription
impliqué dans la sécrétion d’IL-22 est 'AHR. Leg Th22 ne sécretent ni d’IL-17, ni d’'IFN-
Y, hi d’IL-4. Cette sous-population a part, exprip@urtant, CCR4 (Th2) et CCR6 (Th17)
(Eyerich et al., 2009; Trifari et al., 2009). Lesllules de 'immunité ne possédent pas d’IL-
22R au contraire des cellules épithéliales desusadigestifs et respiratoires ainsi que de la

peau. La sécrétion d'lIL-22 est importante dans kntren de I'homéostasie des cellules
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épithéliales, dans la réparation des tissus et lddngte contre les bactéries entéropathogénes
(Basu et al., 2012; Wolk et al., 2004). L’IL-22 estrouvée dans un grand nombre de maladies
de la peau et de maladies autoimmunes, comme |gagiso la dermatite atopique, la
spondylarthrite ankylosante et I'arthrite rhrumat{Benham et al., 2013; Fujita, 2013; Gittler
et al., 2012; Zhang et al., 2012).

Les Ly Th9, sont des lymphocytes producteurs d’IIR8ur se différencier, les Ly Th9 ont a la
fois besoin de la présence d’'IL-4 et de TB€t sont dépendants de leur facteur de transaniptio
respectif STAT6 et PU.1. STATG6 réprime a la fos flecteurs de transcription FoxP3 (Treg) et
T-bet (Thl) et stimule les facteurs de transcriptiBF4 et GATA3. Cependant GATA3 ne
permet pas la sécrétion directe d’IL-9. Il auraitt@t un réle dans l'inhibition de FoxP3 et ne
doit pas étre trop exprimé pour ne pas induireLgebh2. Les Ly Th9 sont pro-inflammatoires
en stimulant le recrutement de mastocytes et dautellules au site d’inflammation. Leur
fonction dépend du microenvironnement du tissu teosel ils se situent mais auraient un role
dans la lutte contre les mélanomes et les verstingax. Il apparait que leur contribution est
forte dans des maladies autoimmunes et les alerGependant, paradoxalement, I'lL-9 peut

promouvoir des Ly Treg (Jabeen and Kaplan, 201Bnfit et al., 2014).

Les Ly Tfh : ce sont les Ly T spécialisés danglaaux Ly B dans les follicules lymphoides.
La différenciation des Ly T naifs en Ly Tfh est pmocessus multifactoriel avec différentes
étapes. Si CXCR5 est exprimé, les Ly Tth précodgsant a la bordure du follicule des cellules
lymphoides. Cette différenciation est régulée phrd, qui de facon transitoire induit
I'expression du facteur de transcription Bcl6 (B iemphoma 6) nécessaire pour I'expression
de CXCRS5 et réprime CCR7 (Nurieva et al., 20090D8C I'lL-2 et le TCR ont aussi un réle
dans la différenciation. La deuxieme étape armve tle I'interaction avec les Ly B qui jouent
alors le réle de CPA. Cette interaction créée gmadi activateur grace aux molécules de
stimulation engagées (ICOS et CD40L), stimule lalifgration des Ly B et facilite le
changement de classe des plasmocytes en fonctoonytiekines sécrétées (King, 2009). La
troisieme étape se déroule dans le centre gerif@@l ou les Ly Tth sécrétent alors CXCL13,
de I'lL-21 et de I'IL-4. lIs peuvent alors quitter GC, transiter dans un follicule voisin et entrer
dans un autre GC avant de le quitter, de perdrpiéssion de Bcl 6 et de devenir mémoire.
Grace a la sécrétion d’IL-21, les Ly Tfth ont urerdins la formation du GC (Vogelzang et al.,
2008). De plus, ils ont comme réle essentiel dacties Ly B et de déclencher, grace a la
sécrétion de cytokines, des signaux permettanbmanutation de classes des plasmocytes

(King, 2009). Les cytokines sécrétées permettesiitaie des Ly B ainsi que leur prolifération.
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Figure 18. Equivalence entre les cellules lymphoides innées kturs homologues de
'immunité adaptative, les lymphocytes T(D’apres Eberl et al., 2015).



lls sont essentiels pour la génération et la coratiiut de classe de certains anticorps jouant
donc un réle de protection contre les pathogémesoht aussi trés importants dans le contréle
du microbiote par le biais de la production d’lgépéndant des Ly T. La biologie des Ly Tfh

est complexe et les découvertes sont récenteslusemples connaissances devraient arriver

dans les années a venir (Crotty, 2014).

Il existe aussi dans le sang des Ly T activés, nm&s\0a vies longues ayant les propriétés
fonctionnelles des Ly Tfh. Ces Ly Tfh circulant3flt) n’expriment pas Bcl-6 et sont classés
en sous-populations en fonction de leur expresd®CXCR3 et CCR6. Les cTfhl sont
CXCR3+ CCR6- (ressemblant aux Ly Thl), exprimetet et sécrétent de I'lFMN-Les cTfh2
sont CXCR3- CCR6- (ressemblant aux Ly Th2), expniM@ATA3 et sécretent de I'lL-4, de
'IL-5 et de I'lL-13. Les cTfh17 sont CXCR3- CCRG#essemblant aux Ly Th17), expriment
RORYT et sécretent de I'lL-17A, de I'lL-17F et de I'lR2. Leur rble étant de patrouiller dans
les organes lymphoides secondaires en conditioréebstasique. Lors d’une exposition a des
antigénes les cTfh peuvent s’accumuler dans legligais lymphatiques pour apporter une aide

rapide aux Ly B pour produire des anticorps spgeés (Ueno, 2016a, 2016b).

Les Cellules lymphoides innées (ILC) : Les ILC 1et23, sont considérées comme le miroir
phénotypique et fonctionnel des Ly T CD4 helpepeesivement, Thl, Th2 et Th17 (Figure
18). Elles n’expriment que tres peu de PRR maigiséant rapidement a un signal
inflammatoire ou infectieux et sécrétent des cytekicorrespondant a cette agression. Elles
possedent de multiples récepteurs de cytokines,qae leur permet de surveiller
'environnement de la muqueuse intestinale par gkenet de répondre aux cytokines sécréetées
par les DC, les cellules épithéliales, les macrgpba. En fonction des cytokines reconnues,
une réponse adaptée par le biais d'une sécrétiaytdkines est apportée par les ILC (Klose
and Artis, 2016). Elles ont le méme précurseur camfiCLP) que les lymphocytes mais des
facteurs de transcription suppriment les destifes T et générent des ILC. Les précurseurs
des ILC migrent directement vers les tissus infec@ elles terminent leur maturation. En
fonction du microenvironnement et des cytokinesé&tées dans le milieu, seront générées des
ILC 1, 2 ou 3. Les ILC jouent un role sur la padation lymphocytaire de deux maniéres, (i)
indirectement, par la sécrétion de cytokines, pafluencer les DC qui a leur tour feront de la
polarisation lymphocytaire, ou (ii) directementupdes ILC 2 et 3 grace a la présentation de
peptides par les CMH de type Il (Eberl et al., 20@Bpworth et al., 2013; Klose and Atrtis,
2016). Les ILC 1 n’expriment pas le CMH de typ€Gbldberg et al., 2015). Les cellules NK
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conventionnelles sont considérées comme le pemgakimmunité innée des Ly T CD8. Les
ILC sont donc le pendant de 'immunité innée desTL@D4 (Figure 18).

L'étude des ILC est en plein essor, cependant, neusntrerons pas plus dans le détail car ces
cellules n'ont pas été étudiées dans le cadrettetbése.

47






Chapitre 2 : Les probiotiques

1. Généralités
1.1. Historique

La premiere définition du terme probiotique datel®53 (Kollath, 1953). Probiotique
en étymologie grec signifiant « en faveur de lavie été introduit pour 'opposer a la notion
d’antibiotique plutot néfaste pour la santé. Diesrdéfinitions se sont succédées au cours des
années pour que récemment, en 2001, l'organisationdiale de la santé fournisse une
définition reconnue internationalement, bien qustait encore l'objet de débats. Cette
définition est la suivante : « Les probiotiquestsi®as microorganismes vivants qui administrés
en quantité adéquate, confere un bénéfice poanta sle I'hote » (FAO/WHO, 2001). Le terme
vivant est débattu car comme nous le verrons demaices études ainsi que dans notre travalil,

des probiotiques inactivées par des UV ou par édecin peuvent avoir des effets importants.

Depuis I'antiquité, les Hommes consomment desalisifermentés, dont nous savons
maintenant que les effets bénéfiques étaient dumaro-organismes utilisés. De nos jours, le
concept de probiotique est largement répandu etm@e a étre connu du grand public.
Cependant, ce concept a en fait cent-dix ans. tet, efest en 1906 que Tissier reportait des
effets bénéfiques de la consommation de produitmertés chez des enfants atteints
d’infections intestinales (Tissier, 1907). Un angptard, Metchnikoff, prix Nobel de médecine
pour ses travaux sur la phagocytose et biologi$tesiitut Pasteur de Paris, fait le lien entre
la santé, la longévité et la consommation de bastgrésentes dans le lait fermenté. Il s’est
appuyé sur des faits qu’il a observés comme laepration des aliments de la putréfaction
apres fermentation lactique ainsi que la longédg¢paysans bulgares consommant de grandes
guantités de lait fermenté contenant ldastobacillus bulgaricugMetchnikoff, 1907). De plus,
ses expériences ont montré que les effets bénéféfaent dus a la production d’acide lactique,
mais pas seulement. La présence de la bactérienélige semblait avoir aussi des effets
bénéfiques sur la santé. La commercialisation dbiptiques a débuté a Paris en 1906, par la
Lactobacilline. La société la produisant étaitderhisseur de Metchnikoff pour ses recherches.
En 1917, Nissle, en étudiant la flore fécale ddatslde la premiére guerre mondiale et a réussi
a isoler une souche Escherichia coliprésente dans la flore de soldats n'ayant pas eu
d’infections intestinales (Nissle, 1916). Elle akirs utilisée dans le traitement d’infections a
Salmonellaet aShigelladés 1917. Cette souche toujours utilisée de nos juorte le nom €.

coli Nissle 1917. En 1923, c’est Boulard, qui lors diayage en Indochine étudia la peau d’'un
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fruit exotique permettant aux autochtones de sietreontre la diarrhée lors d’'une épidémie de
choléra. Cette étude lui permit de mettre en évidéda présence deaccharomyces boulardii
qui est toujours utilisé de nos jours (Martinslet2z013). Dans les années 1930, Shirota a réussi
a isoler une bactérie lactique issue de feces mawaapable de survivre a la digestion. Il créa
une boisson fermentée, le Yakult a partir de chlarille, leLactobacillus caseShirota, qui

est toujours commercialisé aujourd’hui.

Il existe de trés nombreuses bactéries probiaigetenous allons nous intéresser a une
bactérie lactique isolée dans les années 1950, rilagu de l'intestin d’'un enfant, le
Lactobacillus rhamnosu85. Le Lcr35 est toujours commercialisé sous dffiées formes
aujourd’hui est sujet de I'étude de cette théses taractéristiques du Lcr35 ainsi que les

recherches effectuées a son sujet seront déveloplp@e un paragraphe ultérieur.

Ces dernieres années, le développement de prquahksotiques, allant des produits laitiers
fermentés, aux gélules, comprimés et autres, lsi@gment développé pour arriver a un marcheé
mondial d’environ 20 milliards de dollars. De pllisngouement scientifique est énorme avec
plus de 6000 publications scientifiques dans legtvderniéres années, dont 60% de ces
publications dans les cing derniéres années, nedaétant publiées dans des journaux
scientifiques de haut rang (Didari et al., 2014uPobtenir le statut de probiotique, la preuve
d’inocuité doit étre apportée par de multiples étughour ainsi obtenir le statut de GRAS
(Generally recognized as safe). Ensuite, il exiés probiotigues médicamenteux, peu
nombreux, pour lesquels il faut apporter des prewefficacité. En France, seulement une
bactérie (le Lcr35, Bacilor®), sujet de I'étudeuete levure $. boulardii,Ultra Levure®) ont
obtenu l'autorisation de mise sur le marché (AMM3s autres probiotiques sont considérés
comme des compléments alimentaires. Enfin, l'intéogentifique et économique pousse les
laboratoires a identifier de nouveaux genres, espet souches de probiotiques potentielles,

qui seront utilisées dans des indications variées.

1.2. Les différents genres, especes et souche®detiques

Dans cette partie, nous nous attarderons sureleeg ainsi que sur certaines especes,
les plus communément utilisés, comme probiotiqidar(, 2014). La liste suivante est non

exhaustive.
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Le genrdactobacilluscontient des bactéries & Gram positif anaéroloigtiative et est
'un des genres les plus étudiés avec les geBifeobacteriumet Saccharomyce£lles sont
les premiéres a coloniser le tractus digestif dionveau-né car c’est le genre majoritaire au
niveau vaginal de la maman. Elles restent présenit@ge adulte dans le tractus digestif mais
leur proportion est moindre que pour un nouveauWwalker, 2013; Walter, 2008). Les
principales espéces deactobacillus utilisées comme probiotique soht rhamnosus, L.
acidophilus, L. plantarum, L. casei, L. crispatls,reuteri, L.fermentum..Par exmple, il
existe des dizaines de souches de I'espedeamnosusles plus connus étant.: rhamnosus
GG, GR-1, HNOO1, DR20, Lcr35.... Certaines de ceglses ont leur génome complet ayant
été séquencé (Makarova et al., 2006). Les lacttesse retrouvent dans beaucoup de produits
alimentaires fermentés. Le plus connu étant peatt@ctimel® dans lequel est retrouvée la
souche probiotiquel. caseiDN-114 001. Le premier effet qui leur a été attélmst dU a la
production d’acide lactique en métabolisant desesyae qui rend I'environnement néfaste
pour les pathogenes. Elles sont tres utiliséeseindque probiotique car trés résistantes a la
digestion, elles restent donc viable dans le tugpestif, méme s’il a été montré qu’elles étaient

de passage et ne restaient pas dans le tractuitd{@averniti et al., 2014).

Le genreBifidobacterium contient aussi des bactéries a Gram positif ab#ro
productrices d’acide lactique. Elles sont commesssalu tractus gastro-intestinal et en tres
faible quantité au niveau vaginal. De méme, quer pes Lactobacillus elles colonisent
rapidement le tube digestif des nouveau-nés (Chaln 2007). Il existe de nombreuses especes
utilisées comme probiotiquB, infantis, B. adolescentis, B. breve, B. animdislongum, B.
bifidum....

Les genres$treptococcust Enterococcusont des coques a Gram positif et font partis
des bactéries productrices d’acide lactigue. Qestaide ces espéces peuvent étre trés
pathogenes alors que d'autres ont des propriétébigliqgues commeE. duranset S.
thermophilugPieniz et al., 2013).

Le genrd_actococcugontient des bactéries a Gram positif productriaeide lactique.
Eux aussi sont trés utilisés dans I'industrie algreantaire.L. Lactisest la seule a avoir des

propriétés probiotiques.

Le genreBacillus contient des bactéries a Gram positif aérobie priode d'acide

lactique.B. subtilis, B. coagulanst B. cereusont considérées comme des probiotiques.
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Le seul genre contenant des bactéries a Gramihaganmt des effets probiotiques est
le genreEscherichia et le probiotique est celui cité précédemmEntoli Nissle 1917.

Le genreSaccharomycesomprend des levures utilisées dans de nombreuwdges
alcooliqgues du a leur capacité de fermentationisTeéspeces principales existétboulardii,
S. cerevisia@t S. bayanusS. boulardiiest la seule levurayant obtenue une AMM indiquée

dans le traitement des diarrhées post-antibiotique.

Il est maintenant établi que de trés nombreux egEnespeces et souches peuplent
l'intestin humain. L'importance des réles de célbee commensale croit d’'années en années.
En effet grace a des techniques de génomique passtible de connaitre la composition du
microbiote d’un individu. Il s’avére que pour deathmwlogies, certains genres ou especes
microbiens peuvent étre absents du microbiote. dyegpes de recherche s’intéressent donc
aux capacités de ces bactéries a la fois danguldssi vitro et lors d’études cliniques. Ceci
pourrait permettre d’identifier dans le futur desolpotiques potentiels adaptés a des
pathologies. C’est le cas de deux nouvelles souicteggifiees dans la flore commensale de
I'intestin. Elles montrent des effets importantasldes pathologies de par leur absence et sont
étudiées depuis quelques années. Les bactérieefitauses segmentées (SFBatteroides
fragilis sont représentées en nombre dans l'intestin etl@neffets importants sur la réponse
immunitaire (lvanov and Manel, 2010). Connu depliss de cinquante ans, leur étude a été
freinée par le fait que personne ne savait lesveult Depuis 2015, certains équipes ont
I'équipement nécessaire pour les cultiver (Schrawal., 2015)Faecalibacterium prausnitzii
est une bactérie commensale humaine retrouvéel’ddastin de personnes saines. Elle a été
identifiée lors d’études du microbiote de patiaattgints de la maladie de Crohn. Il est absent
du microbiote durant cette pathologie. Il a été tréodes effets potentiels trés intéressant dans
le traitement de cette maladie (Martin et al., 2014

2. Mécanismes d’action des probiotiques

2.1. Mécanismes d’action bactériologiques dedbjmtiques

Les mécanismes induisant un effet bénéfique debiqifques pour la santé sont
multiples induisant globalement un effet antag@nigs-a-vis de microorganismes pathogenes
(Figure 19).
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Le renforcement de la barriére épithélialea barriére épithéliale est en contact
permanent avec la flore et est une barriere méuanigperméable permettant de protéger
'organisme de I'environnement extérieur. Lorsquettes barriere est altérée, des antigenes
bactériens ou alimentaires peuvent pénétrer dassus-muqueuse, agresser le tissu, créer de
la perméabilité membranaire et induire une inflarioma La consommation de probiotique
peut préserver l'intégrité de la barriere épitiélide différentes fagons. Le mucus qui est
sécrété par les cellules épithéliales est une drarphysique permettant d’éviter que les
pathogenes ne se fixent aux cellules épithéliates)es dégradent et rendent la barriere
épithéliale perméable (Bermudez-Brito et al., 20C8rtaines souches dactobacilluset de
Bifidobacteriumpeuvent augmenter I'expression de protéines présetdans le mucus, les
mucines comme MUC 2 etif3 vitro dépendamment ou indépendamment de leur adhésion aux
cellules épithéliales, et inhiber 'adhésion dehpgenes (Collado et al., 2005; Mack et al.,
2003). Certaines souches peuvent stimuler I'expmesde genes codant pour des protéines,
comme les occludines, pour réguler les jonctiomséss en prévention d’'une altération, mais
aussi pour réparer une barriere mucosale qui eeétiie perméable (Anderson et al., 2010;
Dai et al., 2012; Stetinova et al., 2009). Ce misrae de réparation permet de réduire la

translocation bactérienne intestinale.

Adhésion a la muqueuse intestindléadhésion aux cellules épithéliales est un des
critéres de sélection primordial pour un probiotigGomme nous venons de le mentionner, des
souches de probiotiques peuvent induire la sécrét@m mucus par les cellules épithéliales.
Certaines souches ont a leur surface des adhgseneettant de se fixer sur cette couche de
mucus (Buck et al., 2005; Van Tassell and Millé&¥12). Ces adhésines sont essentiellement
des protéines mais aussi des sucres et des agadédsidhoiques. Chaque souche possede
différentes adhésines, comme les pili, permettaisiedier au mucus ou aux cellules épithéliales
(Vélez et al., 2007). Par exemple,reuteril063 exprime les protéines MUB (Mucus Binding
Protein) permettant de se fixer au mucus alordqueuteril04R etlL. reuteri6475 expriment
les protéines MapA (mucous Adhesion-promoting Pndtet cmbA (cell and mucus-binding
protein A), respectivement, permettant de se faemucus et a la lignée cellulaire Caco-2
(Jensen et al., 2014; Miyoshi et al., 2006; Roas &onsson, 2002). La soucheparacasei
BGSJ2-8 produit un exopolysaccharide EPS-SJ im@lidans I'adhésion a des cellules
épithéliales intestinales (Zivkaviet al., 2016). De plus, le séquencage des bifictébas
commeB. animalisindique qu’elles expriment dans leur génome de meod®s protéines
responsables de leur capacité d’adhésion a desZ@tuu et al., 2016). Certaines protéines

extracellulaires sécrétées par les probiotiquesgrgyouer un réle dans leur interaction avec
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I'épithélium et réguler 'adhésion de pathogenedn(®ez et al., 2010). En effet, la protéine
BIF (ETEC-binding inhibitory factor), sécrétée siiigoement paB. longuminhibe I'adhésion

d’Escherichia colia la muqueuse intestinale (Fujiwara et al., 1999).

L’'adhésion des probiotiques a la muqueuse int@stipermet de mettre en place une
compétition pour les récepteurs en créant un encemmmnt stérique. Par exemple, il a été
démontran vitro que leL.. rhamnosu&TCC 53103 pouvait inhiber I'infection p&. colid’une
lignée de cellules épithéliales grace a sa capdeitthésion a ces cellules (Hirano et al., 2003).
Les probiotiques induisent aussi un phénoméne dgétition pour les nutriments présents
dans la lumiere intestinal&. coli Nissle peut par exemple entrer en compétition évec

typhimuriumpour du fer (Deriu et al., 2013).

Sécrétion de composés antimicrobiehes acides lactiques et acétiqgues sont de
puissants inhibiteurs des bactéries a Gram négiatbnt considérés comme les principales
substances antimicrobiennes sécrétées par lesopoulas pour lutter contre des pathogenes
(Alakomi et al., 2000; Keersmaecker et al., 200Gkms et al., 2006; Russell and Diez-
Gonzalez, 1997). La production d'acide lactique uihdune baisse du pH du
microenvironnement inhibant la croissance des pgthes. Cette production induit aussi une
diminution du pH intra-bactérien apres que l'acgl®t entré a l'intérieur de la bactérie,
conduisant a la mort du pathogene (Jordan et29)1 Ces acides sont essentiellement sécrétés
par les lactobacilles qui sont également capablkespbduire des bactériocines. Les
bactériocines sont des peptides bioactifs ayantamtigité antimicrobienne (Arqués et al.,
2015). Les bactériocines que peuvent étre la laetata plantaricine et la nisine détruisent les
pathogénes en formant des pores dans leur membténeen inhibant la synthese de leur
membrane (Hassan et al., 2012). Le biosurfactanégiiaussi sécrété par les probiotiques est
un composé actif biologique ayant de fortes cagaditinhiber la formation de biofilms par des
pathogenes (Rivardo et al., 2009; Rodrigues et 28104). Enfin, certaines souches de
probiotique, essentiellement des lactobacillesetént des composés antifongiques, comme

I'acide phenyllactigue (Magnusson and Schnirer1268@ema et al., 2010).

Action sur le métabolisme énergétique par les acgias a courte chaine (AGCC)
Les AGCC sont produits dans le colon grace a ladetation des fibres présentes issues de
'alimentation. Le butyrate a des effets protectecwntre les cancers colorectaux (Gongalves
and Martel, 2013). Il a été montné vitro qu’une infection pak. coli entéropathogénique
inhibait 'absorption du butyrate par les celluégsthéliales en altérant le transporteur MCT1

(Monocarboxylate Transporter 1) présent au pOleadpie la membrane (Borthakur et al.,
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Figure 20. Interactions entres les probiotiques et les DC auiveau de la muqueuse
intestinale (D’aprés Lebeer et al., 2010).

L'interaction peut se faire de trois maniéres. IBS résidentes dans lkamina propria
surveillent les antigénes bactériens présents kdalsniere du tube digestif en passant leurs
dendrites entre les cellules épithéliales intemales DC peuvent aussi interagir avec les
probiotiques apres leur passage par les celluldaig Idamina propria. Enfin, les entérocytes
au contact des bactéries de la lumiére intestartigent les DC grace a la sécrétion de diverses
cytokines et chimiokines. L'interaction entre |eRFP et les MAMP entraine une réponse
spécifigue des DC et des lymphocytes T aprés piasem de I'antigene dépendante du
probiotique capté.



2006). Récemment, il a été démontré que la pride deidophilus4357 pouvait contrecarrer
l'inhibition induit parE. colientéropathogénique (Kumar et al., 2015).

En plus des mécanismes sus-cités, il existe deamsimes immunologiques impliqués
dans les effets bénéfiqgues des probiotiques. Dud&ileur présence, méme transitoire, au
contact d’'une muqueuse lors d'une prise, les ptmjpies peuvent stimuler le systeme
immunitaire, par contact entre MAMP et PRR entraita stimulation des cellules épithéliales
et des DC qui peuvent alors rencontrer les Ly Tud\allons détailler ce phénoméne dans le
paragraphe suivant.

2.2. Les mécanismes d’action immunologiques

Les cellules épithéliales des muqueuses intestretlvaginales possedent de nombreux
PRR a leur surface leur permettant d’entrer enamravec des probiotiques. Elles ont la
capacité de sécréter des cytokines en fonction idwoarganisme a leur contact, créant un
microenvironnement inflammatoire ou tolérogéne, ulant ensuite la réponse des cellules de
limmunité telles que les DC. Les DC, cellules smeites de 'immunité innée, peuvent étre au
contact de probiotiques présents dans la lumiéeegh de nombreux PRR, de trois manieres :
soit, directement grace au déploiement de dendvdssant entre les cellules épithéliales, soit
indirectement dans lamina propria aprés transcytose de ces probiotiques au trawess d
cellules M, soit a travers les cellules épithéBabdel les peptides peuvent se retrouver dans des
exosomes (Lebeer et al., 2010) (Figure 20). Lesnggs des DC et des Ly T sera alors souche-
dépendante. Dans le paragraphe suivant serontleg§xincipaux PRR mis en jeu dans la

reconnaissance des probiotiques.

2.2.1. Reconnaissance des probiotiques paR&s P

Les PRR les plus étudiés, sont les TLR, les CERNLR et les RLR. Méme s'ils sont
souvent étudiés indépendamment, il faut considguigls fonctionnent de concert et de fagon
non isolés (Triantafilou et al., 2002). La plupadet probiotiques sont des lactobacilles & Gram
positif avec une paroi classiquement composée pedoglycanes, de lipoprotéines, d’acides
lipotéichoiques et de polysaccharides, autremeandei MAMP (Delcour et al., 1999). Les

lipoprotéines, les acides lipotéichoiques et lg#tigeglycanes sont reconnus essentiellement
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par le TLR 2 associé au TLR 1 ou 6. Ceci est cté@fpar de tres nombreuses études montrant
un effet de différentes souches de lactobacilledastéponse immunitaire de maniére TLR 2
dépendante. Voici quelgues exemples non exhauséifdactobacilles étudiés récemment
activant la signalisation cellulairgia le TLR 2 des cellules épithéliales, des cellules

dendritiques et aussi des macrophages.

Par exempleL. amyloviruspar la stimulation du TLR 2 de cellules intestegglinhibe la
stimulation de TLR 4 et l'effet pro-inflammatoire’ Escherichia coli enterotoxinogéne
(Finamore et al., 2014).. rhamnosusGG augmente la survie des cellules des cryptes et
diminue l'apoptose des cellules épithéliales deorad LR 2/MyD88-dépendant, aprés
irradiation de ces cellules (Ciorba et al., 20C8 probiotique, toujours dépendamment de TLR
2, protége des souris contre des colites indude€iprobacter rodentiun{Ryu et al., 2016).

L. acidophilusinduit une amélioration du fonctionnement des jmms serrées de la barriere
intestinale médiée par le TLR 2 et la kinase p383&di et al., 2016). Enfin, il a été montré sur
des lignées HEKin vitro, que six souches de lactobacillés, plantarum CCFM634, L.
plantarum CCFM734,L. acidophilusCCFM137,S. thermophilusCCFM218 L. fermentum
CCFM381 et. fermentunCCFM787, activent les voies de signalisation dudBret de AP-

1 de fagon TLR 2-dépendante. Plus précisémentjigspremieres souches activent le dimeére
TLR 2/6 alors que l&. fermentumCCFM787 active a la fois le dimére TLR 1/6 et TLR 2
(Ren et al., 2015).

L. gasseriSBT2055 active la signalisation du TLR 2 dans dédrluisant la production d’IgA
dans la lumiere intestinale (Sakai et al., 2014hduction par.. rhamnosugB1 de la sécrétion
d’IL-10 et I'expression de FoxP3 de moDC est TLRépendante (Konieczna et al., 2015).

L. sakeiK040706 augmente l'activité phagocytiqgue des mattages et leur sécrétion de TNF-
a via l'activation de TLR 2 (Jung et al., 201%).rhamnosu$R-1 stimule la production de G-
CSF par les macrophagea TLR 2 (Meshkibaf et al., 2015).

L’autre genre prédominant de probiotiques Beidobacterium Il a été démontré que ces
probiotiques exercent leur effet plutdt anti-inflawatoire essentiellement par le TLR 2 (Hoarau
et al., 2006; Konieczna et al., 2011; Moratallalet2016; Scuotto et al., 2014; Zeuthen et al.,
2008).

TLR 2 est donc I'un des récepteurs primordial pquiagisse ces probiotiques. Leurs effets sur

les cellules de 'immunité qui seront décrits dbassparagraphes suivants sont trés varies.
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De nombreuses études ont pu montrer une modulatipartante de I'expression de TLR 4
induite par des lactobacilles (Liu et al., 2012n¢Pand Jiang, 2014; Rizzo et al., 2013; Villena
and Kitazawa, 2014). Cependant, a notre connaissameraction directe entre un lactobacille
et le TLR 4 n’a pas été clairement démontrée. Gggut paraitre logique puisque ce TLR
interagit essentiellement avec le LPS des bactai@sm négatif. Néanmoins, une étude datant
de 2016 a pu mettre en évidence l'interactioB dengunmsubspnfantisavec les TLR 4 d’'une
lignée cellulaire intestinale foetale dans un modBéntérocolite nécrosante (Meng et al.,
2016). Le probiotiques. coliNissle 1917 est un bacille Gram négatif dont |l@pest différente
des lactobacilles et des bifidobactéries. Elle ieomtdespili et du LPS connus pour se fixer au
TLR 4 (Fischer et al., 2006; Grozdanov et al., 30@pendant, dans un modele de colite
induite chez la souris, il a été montré des effétsefiques . coliNissle 1917 de fagcons TLR

4 et TLR 2-dépendantes (Grabig et al., 2006). ©biptique peut donc aussi se fixer sur TLR
2, et avoir des effetdale TLR 2 (Sturm et al., 2005). Un effet protecteantre des allergies

a été montreé, cet effet étant TLR4 dépendant (Adiah., 2010).

E. coliNissle 1917, est une bactérie flagellée. Ces flagsbnt connus pour se fixer au TLR 5
(Hayashi et al., 2001). Les flagelles de ce prafpiit induisent I'expression gedéfensine 2
par les cellules épithéliales de I'intestin humgiahlee et al., 2007). Ceci n'a pas été vérifié,

mais il est logique de supposer que cette acteifiestue de facon TLR 5-dépendante.

Le TLR 9 reconnait les motifs CpG caractéristiquies ’'ADN viral ou bactérien. Les
probiotiques peuvent relacher de 'ADN non-méthglentenant des motifs CpG ayant la
capacité de se fixer au TLR 9 des cellules épdhesi Les lactobacilles ont des motifs CpG
divers et leur capacité a stimuler le TLR 9 ededénte selon les souches (Hemmi et al., 2000).
De plus, la localisation du TLR 9 sur des celldpghéliales intestinales polarisées joue sur la
signalisation en aval du récepteur. En effet, wbimtique capté au pble apical d’une cellule
épithéliale par le TLR 9 va prévenir I'activation 8iF«B en bloquant la dégradation <B
alors gu’une stimulation du TLR 9 basolatéral setlay voie du NFR<B (Lee et al., 2006). Il a
été montré que de I’ADN de rhamnosu$G et deB. longummis au contact des cellules T84
et HT29 polarisées augmente I'expression de TL& 8es cellules et que la stimulation apicale
de TLR 9 avait un effet anti-inflammatoire en irdmilb 'expression de TNE-et d’IL-8 médiée
par le NFkB (Ghadimi et al., 2010). La stimulation de PBMCr pieux lactobacillesLy
rhamnosusNumRes 1 eL. caseiDN-114-001) et une bifidobactériB.(breveNumRes 204) a
induit une sécrétion de cytokines, a la fois d’lfri&t d’IL-10, médiée par le TLR 9 (Plantinga

et al., 2011). Enfin, il a été montré que la siggadion par le TLR 9 était essentielle au
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probiotique VSL#3 pour exercer ses effets antiaiminatoires dans un modéle expérimental
de colite murin (Rachmilewitz et al., 2004).

Il existe une autre famille de récepteurs présdats le cytoplasme des cellules épithéliales
mais aussi des DC, les NLR. NOD 1 et NOD 2 sonples représentés. NOD 1 reconnait le
peptidoglycane de bactéries a Gram négatif alee\N{DD 2 qui est moins ubiquitaire reconnait
une plus large gamme de bactéries (Biswas et(l2)21l existe peu d’études montrant 'effet
de probiotiques de fagon NLR-dépendante. Cependasgmblerait que certaines souches
peuvent avoir une action défensive contre les tidfesvia NOD 2. En effet, ld.. plantarum
BAA-793, via NOD 2 en partenariat avec le TLR 2 contribue aéfedse de I'hote lors d’'une
infection pneumovirale (Percopo et al., 2015; Reteal., 2016).L. salivarius33 induit la
sécrétion d’lIL-10 responsable de la production degTgrace a un muropeptide additionnel
présent sur la membrane en plus des peptidoglychaaauropeptide est reconnu par NOD 2
(Fernandez et al., 2011). NOD 2 seul n'aurait pafet sur les DC, mais il en a un, lorsqu’il

est en synergie avec les TLR (Wells, 2011).

Enfin, concernant les CLR, le plus étudié est leBIGN. Le premier ligand du DC-SIGN
présent a la surface des cellules dendritique® adéntifié sur lel. acidophilusNCFM : le
SIpA (Surface layer protein A). Il est impliqué daia modulation de fonctions des cellules
dendritiques et des Ly T (Konstantinov et al., 2008 SIpA a aussi été isolé dehelveticus
M92, ce qui permet a ce probiotique de jouer ue kidns la compétition d’exclusion de
pathogenes (Begandavet al., 2011). De plus, le DC-SIGN est nécesgaing la fixation de
certains probiotiques sur des moDC, comme.lehamnosusIB-1 (Konieczna et al., 2015).
Tous les probiotiques ne se fixent pourtant paséfoent sur le DC-SIGN, en effet, il a été
montré que ld.. plantarumNIZO B253 ne se fixe pas au DC-SIGN a l'inverse desasei
NIZO B255et L. reuteriASM20016 (Smits et al., 2005). Cependant, une étatient de 2010
montre qu'une autre soucheldeplantarum la CGMCC 1258 utilise le DC-SIGN pour entrer
en interaction avec les DC (Liu et al., 2011). €esles indiquent, une nouvelle fois, que I'effet

de probiotiques sur le systeme immunitaire estadait souche-dépendant.

Les probiotiques peuvent donc entrer en contaet différents récepteurs présents a la
surface des cellules épithéliales mais aussi desd@@endant, deux probiotiques se fixant sur
le méme récepteur peuvent avoir des effets différear la réponse immunitaire. Ceci peut-
étre dU a la concentration de probiotiques stintiuEsPRR, mais aussi a la coopération entre

les différents PRR impliqués.
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2.2.2. Effet des probiotiques sur les cellulesdtitiques

Comme nous venons de le mentionner, les probiegicge fixent sur des PRR en
fonction de leur espéce et de leur souche. Les 8RRprésents, entre autre, a la surface des
DC. Les probiotiques induisent donc des répondésreintes des DC en fonction des PPR mis
en jeu. En réponse a cette stimulation des PP®Jasaturent, migrent vers les les ganglions
lymphatiques, sécretent différentes cytokines pramti-inflammatoire, et rencontrent les Ly
T naifs. Dépendamment des cytokines sécrétéekyl&snaifs vont se polariser en I'une des
sous-populations de Ly T, les Ly Th1, Th2, Th17Toeg apportant une réponse spécifique aux
antigénes captes. Ainsi, les probiotiques ont diegsesouches-dépendants, que nous allons

démontrés ici.

Il existe de nombreuses études traitant de I'effiehe souche particuliere de probiotique sur
les DC. Cependant, il existe de nombreuses difé&®de méthodologies entre ces études. En
effet, certaines études portent sur des DC murifiastres sur des D@ vitro (moDC (DC
dérivés de monocytes), cDC, pDC) humaines. Or ahaqus-population de DC peut répondre
differemment, car elles n’expriment pas tout a liesstmémes PRR. De plus, dans ces études,
certaines sont effectuées avec des probiotiquesitgyd’autres ont été inactivés par la chaleur
ou par des UV. Ici, nous allons présenter quelgxesples de probiotiqgues ayant des effets
diverses sur la maturation et la sécrétion de déyto#les DC.

Tout d’'abord, La grande majorité des probiotiquemisient avoir des effets plutdt pro-
inflammatoires induisant la sécrétion de I'lL-12) @NF-a, de I'lL-1p et de I'IFN+. Par
exemple, au contact de moDC, c’est le cas des ssuchelveticuDSM 13137 Lactococcus
lactis subsp.CremorisDSM 18891,S. thermophilus, B. animassibspLactisDSM 15954 et
B. breveDSM 13692 (Latvala et al., 2008). Dans une autndesttoujours sur des moDC, il a
été montré qué.. johnsonii, L. gasseret L. reuteri sécrétaient de I'lL-12 et pas d’IL-10
(Mohamadzadeh et al., 2005). De méme pauacidophilusX37 etL. paracaseiZ1ll qui
sécretent de I'lL-12 et du TNé&{Zeuthen et al., 2006). Ueactococcus lactisubsp Cremoris
FC et leL. acidophilusNCFM ont de fortes capacités a induire la sécradi®tiL-12 par les
DC humaines (Amar et al., 2015; Kosaka et al., 200& probiotiquel.. caseiDN-114 001,
gue I'on retrouve dans 'actimel, augmente la gémm&d’lL-12 par des moDC.

A l'inverse, certains probiotiques peuvent avois @ffets anti-inflammatoires. Le surnageant

de culture dé. breveC50 (BbC50sn) induit une importante maturation de®C, comme le
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LPS. Cette maturation est suivie d’'une sécrétiopoirrante d‘IL-10 et faible d’IL-12 (a
l'inverse d’une stimulation au LPS) (Hoarau et aD08). Dans une autre étud®, infantis
35624 induisait une sécrétion importante d’'IL-1(as d’'IL-12 (O’'Mahony et al., 2005). En
2006, il a été montré que cing souches de bifidei@s stimulaient la sécrétion d’IL-10 par
des moDC B. bifidumS131,B. lactisBb12,B. longumQ45,B. longumQ46 etB. bifidumZ9
(Zeuthen et al., 2006). D'autres especes de piigbied peuvent aussi avoir un effet anti-
inflammatoire, c’est le cas d& boulardii Le surnageant d8. boulardiiau contact de cDC
humaine inhibe leur maturation induite par du LBi&)inue I'expression de CCR7 (récepteur
de chimiokine présent sur les DC matures), dimiteuesécrétion d'IL-6 et de TNE-et
augmente la sécrétion d’IL-10 (Thomas et al., 200@}te étude comparée a d’autres n’étudie
pas l'effet direct du surnageant sur les DC imnestumais analyse son effet lors d'une
stimulation forte induite par le LPS. Le probiotgUSL#3 semble avoir des effets tolérogenes.
Ce probiotique est constitué de 8 souches diffésert lactobacilles, 3 bifidobactéries et un
streptocoque. Il semble stimuler la production el et inhiber fortement la production d’IL-
12 par des cDC et des pDC. De plus, une stimuladierces cellules avec le VSL#3 en
concomitance a lI'exposition avec du LPS ne modgihe le profil de sécrétion de ces deux
cytokines (Hart et al., 2004). Dans cette mémeestles différentes souches composant le
probiotique ont été testées individuellement. #ivere que les souches productrices d’IL-10
sont les trois bifidobactérieB, longumY10, B. infantisY1 et B. breveY8. Une autre étude
portant sur des DC dérivés de la moelle osseuseudes montre une augmentation de sécrétion
d’IL-10 mais pas d’'IL-12 induite par le VSL#3 (Drexk et al., 2004). Plus récemment, de
nombreuses études ont pu mettre en exergue ldedlembreux lactobacilles dans 'induction
de tolérance médiée par les DC humaines et muehés sécrétion d’IL-10. C’est le cas du
crispatusSJ-3C-USL. gasseriOLL2809, L. sakeiK17, L. curvatusWiKim38, L. paracasei

L9 etL. rhamnosu®©LL2838 (Aoki-Yoshida et al., 2016; Eslami et 2016; Eun et al., 2016;
Jo et al., 2016; Ogita et al., 2015; Yang et &15). Enfin,F. prausnitziiA2-165 a de fortes

capacités a induire de I'lL-10 par des DC a la faisnaines et murines (Rossi et al., 2016).

Ces probiotiques, grace a l'induction d’'IL-10, ahdnc des capacités a induire des DC
tolérogenes qui apporteront une réponse anti-inflatoire aprés contact avec le probiotique,

comme nous le décrirons dans le paragraphe sui€aat2.3.).

Les capacités de chaque souche a sécréter desnegalnti ou pro-inflammatoires comme
'IL-10 et I'lL-12 est important cliniquement. L'atyse de la balance IL-10/IL-12 permet

d’effectuer un screening vitro pour sélectionner des souches de probiotiquesranido des
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besoins. En effet, selon la réponse apportée paralmotique son utilisation sera plus adaptée
dans telle ou telle pathologie dysimmunitaire, @mction du profil des sous-populations de Ly

T générés ultérieurement.

Il n’est cependant pas possible de classer tauprigbiotiques en tant que inflammatoire ou
toléerogéne a partir d’étudeism vitro car elles sont insuffisantes. Certaines souches de
probiotiques vont étre globalement immunostimulsn@est-a-dire qu’elles vont sécréter en
grande quantité toutes les cytokines dosées, bimsiles pro-inflammatoires que les anti-
inflammatoires. Il est alors délicat de dire sirteaffetsin vivo seront plus inflammatoires ou
tolérogénes. L’étudm vitro de la sécrétion de cytokines par les DC n’estsgbais suffisante.
C’est le résultat obtenu dans plusieurs études @@gesouches comnhe acidophilusNCFM,

L. lactisMG1363,E. coliTG1, E. coliNissle,L. fermentunACA-DC198,B. breveBBSF,B.
infantis B107 etEnterococcus faecali€ECT7121 (Cross et al., 2004; Foligne et al., 2007;
Helwig et al., 2006; Molina et al., 2015; Zoumpofmuet al., 2009). Dans ces cas-la, il y a la

nécessité d’aller vérifier les sous-populationségéas au niveau lymphocytaire.

Le probiotique VSL#3, a été considéré comme tokémegau début de ce paragraphe suite a la
publication de Draket al.,en 2004. Cependant, une autre équipe a publiétude én 2003,
dans laquelle ils ont dosé d’autres cytokines corfiin® et I'lL-1 . Les résultats ont montré
gue la quasi-totalité des souches présentes darmcktail de probiotiques pouvait induire la
sécrétion de ces deux cytokines par des PBMC (Lameteal., 2003). Il est donc difficile de
conclure d’'un effet tolérogéne dans ces conditibesplus il a été montré en 2015, que VSL#3
pouvait avoir des effets anti-inflammatoires ou-pritammatoires en fonction du modéle
murin utilisé (Mariman et al., 2015). Ceci indiggae I'effet des probiotiques est souche-
dépendant mais aussi dépendant du contexte géaélathote.

A l'inverse, certaines souches de probiotiquesetént tres peu de cytokines qu’elles soient
pro ou anti-inflammatoires. C’est le cas par exenuas deux lactobacillds, salivarius33, L.
rhamnosus2 etL. caseishirota (Cross et al., 2004; Foligne et al., 2@3mpopoulou et al.,
2009).

Enfin, Christenseret al, en 2002 ont démontré que dans un mélange deoficpies, un
probiotique faible sécréteur d’IL-12, reuteriDSM12246, pouvait inhiber la sécrétion d’IL-
12 induite parl. caseisubsp.alactusCHCC3137, fort sécréteur d’lIL-12, sans modifier la
sécrétion de I'lL-10 induite par ce dernier (Clersten et al., 2002). Plus récemment, une

seconde souche dereuteri(5289) a montré qu’elle était capable d’inhibegpidaduction d’IL-
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12 induite par l&.. acidophiludNCFM (Amar et al., 2015). Ces études montrent,desimites
des modéles vitro. En effet, au contact d’autres bactéries probigtsy un probiotique peut

avoir un comportement différent que lorsqu’il estdéé tout seul.

2.2.3. Expansion clonale et prolifération lympyiaire

En plus de polariser les LyT, les probiotiques \&ne capable de moduler I'expansion clonale
induite par des stimuli exogénes. Durant les étudewitro analysant la prolifération
lymphocytaire induite par un stimulus exogene, sotivun mitogene, le probiotique peut
augmenter la prolifération, l'inhiber, ou alors vo& aucun effet. De nombreuses études
indiquent que les probiotiques ont tendance a arhdp prolifération induite par un stimulus.
Les mitogenes utilisés sont généralement des é&xtid’'origine végétale comme la
phytohémagglutinine A (PHA) et la concanavalineC®§A). L’ARN du probiotiqud.. gasseri
OLL2809, induit I'inhibition de prolifération de LYCD4 murins stimulés a I'ovalbumine. De
plus cette inhibition est dose-dépendante (de @diinL & 10 pg/mL) (Yoshida et al., 2011).
Sur des lignées de cellules humaines issues dehlyms, les Jurkat et les cellules BJAB, le
L. helveticusSBT2171 inactivé par la chaleur inhibe la prolif@ma induite par le LPS.
L’analyse du cycle cellulaire a montré que lesute BJAB traitées par. helveticusSBT2171
étaient majoritairement arrétées a la phase G2&di £été expliqué par une diminution de la
phosphorylation de JNK et de c-Jun. Cette voie Ie2fexpression de CDC2 (Cell Division
Cycle 2), un facteur essentiel a la progressioaydie cellulaire aprés la phase G2/M. Lorsque
les cellules BJAB sont traitées &uhelveticusSBT2171 I'expression de CDC2 est inhibée
(Hosoya et al., 2014). Dans une étude publiée & par Liet al, il a été étudié deux mélanges
de deux probiotiques a concentration équivalerté, lhcidophilus1748 avec IeB. bifidum
1453 (Probiotique 1) et la combinaisbhnacidophilus1748 avec IB. infantisATCC 1567
(Probiotique 2), dans le but d’identifier leursesf sur la prolifération lymphocytaire induite
par de la PHA et de la ConA. Pour cela ils ontisdilplusieurs concentrations des deux
mélanges de probiotiques au contact de PBMC (MQiltjplicité d’infection) : 0.1, 0.5, 1 et
2). Dans cette étude ils ont pu montrer que lesc deélanges de probiotiques inhibent la
prolifération lymphocytaire induite par la PHA ergda ConA de la MOI 0.5 a la MOI 2, de
facon dose-dépendante. De plus, ils ont montrél'qagon des deux mix de probiotiques
s’effectue par le blocage du cycle cellulaire eagghGO/G1 (Li et al., 2011).
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2.2.4. Orientation de la réponse lymphocytaipall les probiotiques

Les DC par le biais de leur sécrétion de cytokipetarisent la réponse lymphocytaire
T. L’activation des sous-populations de lymphocylegar les probiotiques est importante a
déterminer pour avoir une idée de I'impact que p@u@voir un probiotique sur certaines
pathologies qu’il est possible de traiter avecptebiotiques, comme les infections entériques,
les MICI (maladies inflammatoires chroniques datéstin), les maladies autoimmunes et
allergies (Cf 2.3).

La balance Thl versus ThZ pomme nous venons de le voir dans le paragrapleégeat, de
nombreuses souches de probiotiques, et particul@ne de lactobacilles, sont de forts
inducteurs d’'IL-12, or I'lL-12 est la cytokine pdipale orientant les Ly T naifs vers les Ly
Thl. Dans ces modelasvitro, les probiotiques sont alors identifiées comme pné-Tomme
cela a été mentionné dans le premier chapitre adeareiscrit, il y a un effet antagoniste entre
'L-12 et I'lL-4, chacune étant représentative degsl et des Th2, respectivement. Une forte
sécrétion de I'lL-12, suppose donc une déviationadeeponse lymphocytaire vers les Thl,
inhibant la réponse de type Th2 (Feili-Hariri et, &005). De nombreux exemples de
probiotiques induisant la sécrétion d’'IL-12 ont étinnés précédemment. Ici, nous prenons
'exemple duL. rhamnosu$GG, qui est I'un des lactobacilles les plus étudi@ss études ont
pu montrer sa capacité a induire la sécrétion d2Lpar les cellules dendritiques et a inhiber la
sécrétion d’IL-4 et d’IL-5, a la fois par la badeeelle-méme (a faible et forte dose) ou par les
facteurs solubles se trouvant dans le surnageaatiltiee dans des modéles de moDC et de
PBMC (Cai et al., 2016; Fong et al., 2015, 2016aimi et al., 2008). Il existe peu d’études
au sujet de I'effet potentiellement pro-Th2 de aiexts souches. Ceci s’explique par le fait que
de nombreuses recherches concernant la réponsenitaireiassociée a la prise de probiotique
s’effectuent dans le cadre de la lutte contre lakadies allergiqgues Th2-dépendante. Dans ces
études, le but est d’inhiber cette réponse Theawrisant les Ly Treg ou les Ly Thl (Cf 2.3.4).
Une équipe a pu montrer que la consommationLd@lantarumpar des souris pouvait
augmenter la sécrétion d’IL-4 et diminuer la séoret’lIL-12 dans les splénocytes, favorisant
le profil Th2 (Hong et al., 2014).

L'orientation vers les Ly Thl7Les Ly Th17 sont trés importants dans 'homéostdsi tube
digestif. La balance Treg/Thl7 est finement régubée les interactions entre la flore
commensale intestinale et les cellules immunitairesube digestif. Les DC stimulées par des

probiotiques sont-ils capables d’'induire une répoas type Th1l7 ? Les études a ce sujet ont
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débuté vers la fin des années 2010. Il a été monti&o que quatre souches Bebifidum(IF,
10/10, A8 et L22) étaient capable d’induire la ééon d’IL-17 par des PBMC (Lépez et al.,
2010, 2011). Lé.. johnsoniiN6.2 est lui aussi capable d’'induire des Th17, agant un effet
bénéfique dans le diabéete de type 1 (Lau et al]1R0Q. caseiBL23 augmente I'expression de
cytokines pro-Th17 et régule les Ly Treg en indolisdées Th17. Ceci a un intérét dans des
modeéles murins de cancer colorectal, mais égalemans les réponses anti-infectieuses
(Lenoir et al., 2016). Les études portant sur EB Se multiplient ces derniéres années. De trés
nombreux résultats indiquent que les SFB ont desacapacités d’induction des Th17 (Goto
et al., 2014; lvanov and Manel, 2010; Kumar et 2016; Sano et al., 2016; Schnupf et al.,
2015; Yang et al., 2014). EnfiB. adolescentisyne bactérie commensale de l'intestin peut
induire des Th17 chez la souris mais n’induit pagldmmation intestinale, ni d'inflammation

systémique (Tan et al., 2016).
Cependant, la plupart des probiotiques étudiédanttiles Th1l7 en induisant des Treg.

L’'induction de Ly Treg:lls ont un réle primordial dans le contrble de pédigies
dysimmunitaires. De nombreuses applications poutype de probiotique pourraient étre
développées, c’est pourquoi, les recherches pogantdes probiotiques ayant des effets
tolérogénes sont tres intenses depuis quelquegsnihé@ été montrin vitro sur des moDC
qgue linteraction avec le DC-SIGN de reuteri ASM20016 et de.. caseiNIZO B255
promouvait des DC tolérogenes induisant des Ly Ty I'apparition était médiée par I'lL-
10 (Smits et al., 2005). De la méme mani&ebifidumW23 induisait des DC tolérogénes
permettant la différenciation des Ly T en Ly Tragduisant de I'lL-10 (Niers et al., 2007).
Une mixture contenant cinq probiotiques, IRTS, fésat I'apparition de DC régulatrices
murines et induisait la prolifération de Ly Tred€ CD25 (Kwon et al., 2010). La
consommation dB. infantis35624 par des Hommes permet d’augmenter la préseihe&0
ainsi que l'expression de FoxP3 dans le sang péngue (Konieczna et al., 2011). Plus
récemment il a été montré que crispatusSJ-3C-US, un commensal vaginal, induisait la
production d’IL-10 et I'apparition de Treg (Eslastial., 2016). La production de Treg permet
de lutter contre différentes pathologies liées prauction de Ly Thl, Th2 ou Th17 en trop
grande quantité. Par exemple, lors de maladieanmfiatoires de I'intestin, le ratio IL-10/IL-
12 est faible, il y a donc une majorité de Ly Thilammatoires. Le mélange VSL#3 qui induit
de I'lL-10 tout en inhibant la production d’lL-12ap des DC inhiberait donc cet effet
inflammatoire et pourrait avoir un réle dans ceetyje pathologies (Hart et al., 2004). C’est

eégalement le cas des deux soucBesanimaliset B. adolescentisnduisant une sécrétion
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importante d’IL-10 et peu d’IL-12 (Baba et al., B)OL allergie respiratoire ayant un profil de
type Th2, pourrait étre diminuée grace a la prisé&.dreuteri ATCC 23272, en inhibant les
cytokines IL-5 et IL-13 et en induisant de I'lDh@loleamine 2-3, dioxygénase), une enzyme
qui est impliquée dans le métabolisme du tryptophgni est anti-inflammatoire (Forsythe et
al., 2007). De méme que pour la dermatite atopigui@st une pathologie ayant un profil pro-
Th2. Il a été montré dans un modéle murin de detenaopique, que le probiotigWeeissella
cibaria WIKIM28 induit une augmentation de la proportiorsdey Treg dans les ganglions
lymphatiques mésentériques (Lim et al., 2017). i5rde nombreuses études s’intéressent a la
production de Treg dans le cadre d’'une colite ireddans un modéle murin mimant les MICI
Thl7-dépendantes. Dans ces mod@&esongumICM122B. breveNumRes 204 &B. infantis

ont la capacité d’'inhiber la production d’IL-17daugmenter la sécrétion d’'IL-10 (Miyauchi
et al., 2013; Tanabe et al., 2008; Zheng et al.42@uo et al., 2014Bacteroides fragilisune
bactérie commensale de lintestin a aussi montréodes capacités a induire des Treg et a
traiter une colite induite chez des souris (Furwsatal., 2015; Nutsch and Hsieh, 2012; Round
and Mazmanian, 2010). Toujours, dans ces modelegmsn&. prausnitziimontre de fortes
capacités a induire de la tolérance et des Ly Teegant de cette bactérie un candidat potentiel

dans l'indication du traitement de la maladie del®@r(Qiu et al., 2013).

2.2.5. Effets des probiotiques sur les autrésles de 'immunité

Bien que nous nous soyons focalisés au cours treval sur I'effet des probiotiques
sur les DC et les Ly T, les probiotiques agissessasur d’autres cellules de 'immunité dont

voici quelques exemples.

Les cellules NK Les probiotiques peuvent stimuler I'activité deslules NK. Ceci a par
exemple été montré dans une étude clinigue surpdésnts agés consommant du lait
supplémenté avec deux souches de probiotique,rleamnosu$iN001 et leB. lactisHNO19.
Une consommation pendant 3 semaines de ce lait poeu conséquence d’augmenter la
proportion de cellules NK CD3@&lans la circulation sanguine tout en augmentamtdetivité
anti-tumorale chez les sujets de plus de 70 ankdGal., 2001). Dans un modéle murin, le
méme effet a été identifié par I'ajout HucaseiShirota ou d’extraits de produits métaboliques
du Bacillus subtilisAK (Takagi et al., 2001; Takeda et al., 2016). Utede clinique plus
récente, dans laquelle les sujets ont consomméadurty supplémenté avec le gasseri

SBT2055 et |eB. longumSBT2928 pendant 12 semaines a vu une augmentatibactivité
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des NK accompagnée d’'une diminution du stress (soske I'hormone corticotrope et du
cortisol (Nishihira et al., 2014).

Les cellules NKT L'effet de probiotiques sur les NKT a été tegé¥ deux études dans un
modéle murin de stéatose non alcoolique. Dans patt®logie la population de NKT présente
dans le foie est diminuée. L’'ajout de VSL#3 ou Rleinfantis permettrait d’augmenter le
nombre de NKT et de stimuler leur activité. L'ajolgt ces probiotiques seraient donc bénéfique
dans cette pathologie (Liang et al., 2013; Ma t28I08).

Les ILC: Les ILC étant une population cellulaire décriezemment, il existe encore peu
d’études concernant les effets de probiotiquesleur activité. Dans un modele murin, |l
semblerait qué. rhamnosugB1 augmente les ILC3 et prolonge la survie deastars d’'une
infection parS. typhimiriumMian et al., 2016).

Réponse humorale et sécrétion d’lgles IgA sécrétoires ont un réle de défense majans
I'intestin. La prise ddacillus subtilisCU1 chez des sujets a eu pour incidence d’augmianter
concentration d’IgA au niveau fécal mais aussiveaie. Cette étude a montré une diminution
des infections respiratoires dans le groupe prmpiet (Lefevre et al., 2015). Au niveau
meécanistique, il a été démontré qué lgasseriSBT2055 induisait la sécrétion de T@Fede
BAFF (B-cell activating factor), d'IL-6 et d’IL-1@ar des DC par I'intermédiaire du TLR 2.
Ces cytokines sont essentielles pour la productigi par les Ly B (Sakai et al., 2014). Dans
cette méme étude, le dosage des IgA confirme l'aungation de sa concentration dans le
surnageant de culture de cellules B traitées psircgkines. D’autres probiotiques ont été
testésl(. gasserdCM1131L. helveticusSBT2171 et.. acidophilusSBT2062), mais n’avaient
pas d’effets sur la production d’'IgA, indiquantlassi, un effet souche-dépendant (Sakai et al.,
2014). Les SFB, au contact de la lamina propria ddestin de souris induisent la sécrétion
d’IgA (Lécuyer et al., 2014).

Activation des voies du complémehtne étude datant de 2016 a pu montrer que leesCi
lipotéichoiques dlL plantarumK8 pouvaient inhiber la sécrétion de cytokinesanfinatoires
(TNFa et IFN<y) grace a 'inhibition de la synthese de C3 (pr#§buant un rble dans les trois
voies) dans le sérum (Jeon et al., 2016).
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Figure 21.Efficacité potentielle des probiotiques dans le tigement de
différentes pathologies dysimmunitaires en fonction des sous-
populations lymphocytaires induites.



2.3. Effets bénéfiques des probiotiques danérdiifes situations pathologiques

Les probiotigues ont de nombreux mécanismes diactjue ce soit bactériens ou
immunologiques et nous avons vu que chaque sousliteapoir un effet qui lui est propre.
Comme nous venons de le décrire dans les paragrgpéeédents, les probiotiques peuvent
étre captés, internalisés et dégradés en peptaatdepDC d’'une muqueuse. En fonction de ce
probiotique, les DC sécrétent alors des cytokimgs au pro-inflammatoires permettant la
polarisation des lymphocytes T naifs en sous-ptipularhl, Th2, Thl7 ou Treg. Cette
polarisation est spécifique du probiotique captés Gouches de probiotique seules, ou en
association avec d’autres souches peuvent donindéressantes pour lutter contre certaines
infections ou maladies dysimmunitaires en contracdrle profil de la réponse immunitaire
propre a ces pathologies. Par exemple, lors d’atfeopogie induisant des Ly Thl ou des Th17,
il pourrait étre intéressant d’utiliser des prolgjoes permettant la production de Ly Treg pour
contrecarrer |'effet inflammatoire provoqué papkthologie en question (Figure 21).

2.3.1. Les maladies infectieuses

Les maladies infectieuses induisant des diarrb@eisresponsables d’une forte mortalité
dans le monde chez les jeunes enfants. C’est poudgunombreuses équipes ont effectuées
des essais cliniques pour analyser l'efficacitéptebiotiques dans le traitement des diarrhées
aiguies. De nombreuses études ont été effecinégso dans le but d’identifier des souches
pouvant avoir un effet bénéfique sur des pathogéesgonsables d’infections comnse
typhimurium(Dunne et al., 2001). Dans ce contexte, les s@lchehnsoniiLal,L. rhamnosus
GG, L. rhamnosusGR1,L. casei shirotaL. caseiDN-114001 eL. caseiGG ont montré des
effets antagonistes contre ce pathogéne. Le gramdbre de résultats obtenimsvivoa permis
de conclure dans une base Cochrane datant de 2@llutlisation de probiotiques lors de
diarrhées était sans danger et avait un effet slaita réduction de la durée et de la fréquence
des diarrhées infectieuses, en complément d’'ungalratation (Allen et al., 2010). Cependant,
toutes les souches ne sont pas efficaces dangeedgytraitement. Il a été montré que les
souches les plus efficaces seraienSeboulardiiet L. rhamnosu$G (Dinleyici et al., 2015;
Guarino et al., 2015). A linverse, par exemplee wouche dé. reuteriDSM 17938 n’avait
pas d’effet sur la durée de la diarrhée (WankeSaajewska, 2012).

66






Un traitement antibiotique en dégradant la flarestinale peut induire des diarrhées
post-antibiotiques. Etudié depuis de nombreusegemn’effet des probiotiques contre les
diarrhées post-antibiotiques fait I'ceuvre de plusanéta-analyses trés récentes indiquant que
certaines souches peuvent avoir un effet positiices diarrhées et diminuer la survenue des
infections aClostridium difficile (Gao et al., 2010; Hayes and Vargas, 2016; Hicletoal.,
2007; Lau and Chamberlain, 2016; Valdés-Vareld. g2@16). Parmi ces souch&s,boulardii
est 'une des seules a avoir obtenu une AMM datte @edication (Ultra levure®) avec le

Lcr35, sujet de cette étude dont nous reparlerans tk paragraphe suivant (Cf 2.4.)

Outre les diarrhées, les probiotiques peuveni@ilisés pour lutter contre les infections
a Candida albicansll s’agit d’'un pathogéne que I'on peut retrouaer niveau buccal mais
aussi vaginal. Il est alors responsable d’'une tidac/aginale appelée vaginite. Il a été montré
in vitro que des souches teparacaseetL. rhamnosugtaient capables d’inhiber la croissance
de C. albicans(Sookkhee et al., 2001). De plus, le surnageantrais lactobacillesL.
caseilATCC 393,L. paracaseATCC 27092, et.. rhamnosusGG ATCC 53103 inhibaient
aussiC. albicans(Noverr and Huffnagle, 2004). Utilisées en comispai (SYNBIO®), les
deux souches de. paracaseiet L. rhamnosudnhibaient encore I'activité d€. albicans
(Coman et al., 2014, 2015). Dans un premier modalen, I'inoculation de probiotiques
(bifidobactéries et lactobacilles) a montré unendoe densité d€. albicansorogastrique et
la diminution de la survenue de candidoses (Waginadr, 1997, 1998). Dans un second modele
murin, L. acidophiluset L. rhamnosu®nt pu réduire la colonisation @ albicansau niveau
buccal de facon plus efficace que le traitemerat ayktatine (Matsubara et al., 2012). Enfin,
une étude récente a démontré quelLleshamnosud.r32, L. acidophilusNCFM etL. casei
L324m inhibaient la formation de biofiims@ albicans (Matsubara et al., 2016). De plus,
vivo, le L. rhamnosu$G en ajout dans du lait maternel, prévient lamigktion entérique par

C. albicanschez des nouveau-nés prématurés (Manzoni et 86)20

L'utilisation de probiotiques dans le traitement lauprévention d’'une vaginose bactérienne

sera étudiée dans le chapitre 3 qui traitera gésiiquement de la sphére vaginale.

Enfin, l'utilisation des probiotiques dans la sghpulmonaire ont aussi été menées (Alexandre
et al., 2014).

Au niveau du systeme immunitaire adaptatif, la riggoanti-infectieuse est apportée par les Ly

Thl et Thl7. Lors de ces infections, il y auramcan intérét a booster le systéme immunitaire
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par la prise de probiotique ayant montré des c&maai stimuler la formation de Ly Thl et/ou
de Ly Th17, comme le. rhamnosu$sG ou les SFB.

2.3.2. Le syndrome de l'intestin irritable

Le syndrome de l'intestin irritable (Sl8st une pathologie observée essentiellement dans le
pays dits industrialisés dans laquelle il est etéoune altération de la flore intestinale avec
augmentation desirmicuteset une diminution deBacteroidegJeffery et al., 2012; Kassinen
et al., 2007; Saulnier et al., 2011). Le concephd’intervention a base de probiotique dans le
but de modifier la flore commensale a donc étéiétadle multiples reprises (740 résultats dans
Pubmed en tapant les mots-clés “Irritable Bowel ddgme” et “probiotic”). Les résultats
obtenus restent controversés du fait des dispatdés les modeles d’études cliniques et des
effets souches-dépendants. Il est donc encorecitiiffde conclure sur les bienfaits de
I'utilisation de probiotiques dans le traitementldBS (Clarke et al., 2012; McKenzie et al.,
2016; Moayyedi et al., 2010; Pearson and Whon&6l1,7; Sanders et al., 2013; Zhang et al.,
2016). Cependant, il semblerait que la soushafantis35624 montre des effets bénéfiques
dans I'amélioration des symptomes liés a I'IBS (Brer et al., 2009; O’Mahony et al., 2005;
Whorwell et al., 2006).

2.3.3. Les maladies inflammatoires chroniquebikestin

La maladie de Crohn et la rectocolite hémorragigquees deux pathologies sont des MICI
évoluant par pousseées. Il y aurait une modificatiormicrobiote avec un nombre importants
d’espéces bactériennes induisant des réponsemflaramatoires et une diminution des plus
tolérogénes avec un rafiirmicutes/Bacteroidetegui diminue (Rehman et al., 2010; Sokol et
al., 2009b). La flore intestinale de ces patienisiide le systeme immunitaire et induit la
production de lymphocytes de type Thl et Th1l7 BaR008). Il y a aurait donc un intérét a
l'utilisation de probiotique pour rééquilibrer lbife intestinale. La modulation de cette flore
pourrait stimuler la production de Ly Treg et panséquent inhiber la production de Ly Thl
et Th17. L'administration de probiotiques qui aardiun effet tolérogéne pour lutter contre
linflammation a donc été proposée comme traitenchetz ces patients atteints de MICI. De
nombreuses études cliniques ont donc été menéestoisnencore, de nombreuses disparités

dans les résultats sont a relever et les donndledittérature sont limitées par le grand nombre
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de souches de probiotiques étudiées, des diffé&reiowes appliquées dans les études, du design
des protocoles et d’'un manque global de standaiatiseMiilliner et al., 2013). Une synthese
bibliographique datant de 2016 indique qu’il y apau d’effet sur I'induction de la rémission
de la maladie par des probiotiques, pas d’effetp@ne de la détérioration du maintien de la
rémission médicalement induite et peu d’effet aurélcurrence post-opératoire de la maladie,
a I'exception peut-étre d&. boulardii(Lichtenstein et al., 2016). Le probiotique VSL&Xté
etudié de multiples fois et, une fois de plus &sittats sont divergents. Une méta-analyse trés
récente indique que le VSL#3 ne montre pas d'effiéadans 'induction d’'un maintien de la
rémission de la maladie de Crohn mais qu'il potirapendant avoir un réle bénéfique contre
les pouchites associées a cette pathologie (Doat),2016). Une synthése bibliographique
datant de 2015 s’est intéressée aux résultatsd#getaliniques utilisant exclusivement des
lactobacilles et des bifidobactéries, seuls ouyembsotique, chez ’'Homme lors de MICI. Les
probiotiques seuls et en symbiotique ont montréefiiess bénéfiques dans le traitement de la
rectocolite, ainsi que dans le maintien de la réiig alors qu’un effet clair sur la maladie de
Crohn a seulement été montré pour les symbioti(fi@sz-Lara et al., 2015). Depuis quelques
années une bactérie commensklegrausnitziiest étudiée avec beaucoup d’attention, car elle
est moins présente dans la flore commensale digeséis patients atteints de MICI (Sokol et
al., 2008, 2009b). Or cette bactérie possédantpdegriétés anti-inflammatoires semble
importante dans le maintien de la rémission dasmiatatteints de rectocolite (Quévrain et al.,
2015; Varela et al., 2013).

2.3.4. Les maladies allergiques

Depuis deux décennies, la prévalence des alleggtesn constante augmentation dans
notre société. En France, elle atteint entre 2@0t% de la population francaise. Cette
augmentation de la prévalence est possiblemena dau¢héorie de I'hygiéne. Durant la petite
enfance, il y aurait un manque de stimulations ofiigmnes et une altération du microbiote
intestinal qui serait dus a une “aseptisation” déren milieu environnant (stérilisation des
surfaces, lavage corporel trop régulier...). Les etsfées moins exposes aux microorganismes
pathogenes auraient plus de risque de dévelopmemddadies allergiques dans le futur
(Strachan, 1989). Le déséquilibre de la flore énéraine altération du compartiment des Ly
Treg ce qui a pour effet d’'induire une déviationaeeponse immunitaire vers un exces de Ly
Th2 par rapport a la population de Ly Thl (Romagriz004; Wills-Karp et al., 2001). De plus,

69






les Th2 seraient plus nombreux a la naissanceffEf) kes Ly Treg inhibent plus facilement
les Ly Thl que les Ly Th2 donc, lorsque le compagtit des Ly Treg est altéré 'effet inhibiteur
continue de s’exercer contre les Ly Thl mais pagemnles Ly Th2. L'utilisation de
probiotiques chez la femme enceinte ou chez le emwné a été envisagée dans le but de
moduler la flore et de retrouver un équilibre petarg de renouveler le compartiment des Treg
ou d’inhiber les Ly Th2 en stimulant la productida Ly Thl. De nombreuses méta-analyses
concernant I'effet des probiotiques sur les allessdgE dépendantes ont été effectuées. Comme
précédemment un consensus n’a pas encore étéddtdhlt d'un manque d’homogénéité dans
les protocoles : I'exemple le plus parlant étamgioge I'utilisation duL. rhamnosu$G dans

la prévention de la dermatite atopique. Une éqfidandaise a observé une diminution des
dermatites atopiques chez des enfants a risques appir donné le. rhamnosussG a des
femmes enceintes. Un suivi jusqu’a 'age de septdmnces enfants a montré que ces effets
étaient durables (Kalliomaki et al., 2001, 2003)20A l'inverse une étude avec un protocole
identique mais effectuée en Allemagne n’a montréuaueffet bénéfique sur des enfants
allemands. De plus, ils ont méme observé un efidtére de la prise de probiotique, avec
augmentation du taux de récurrence des broncliflestes (Kopp and Salfeld, 2009; Kopp et
al., 2008). Si ces deux études ont été réalisémstament dans les mémes conditions, seules
les populations changent. Il pourrait donc y awusiraspect génétigue modulant les effets des
probiotiques. En 2010, il était montré qu’une camaiison de probiotiques prise chez I'enfant
prévenait I'apparition de I'eczéma atopique (Zhalgt2010). Une méta-analyse datant de 2012
a montré une diminution modérée de l'incidence desmatites atopiques aprés prise de
probiotique que ce soit pendant la grossesse @aunaissance (Pelucchi et al., 2012). Plus
récemment, en 2015, une autre méta-analyse adlag lé sens de celle de 2012, en concluant
gu’il y avait un effet protecteur des lactobaciltemns la prévention de la dermatite atopique
lorsqu’ils sont pris en pré ou post-natal (Pandetral., 2015). La démonstration de I'effet
bénéfique des probiotiques sur la prévention desatites atopiques semblent en bonne voie.
En effet, en 2017, il a été montré qu’une bacigmeluctrice d’acide lactiqu&yeissella cibaria
WIKIM28 isolée d’'une préparation végétale fermentée2enne a la capacité de diminuer les
symptémes de la dermatite atopique induite cheplais en inhibant les réponses allergiques
Th2 et en augmentant la réponse des Ly Treg"GIER25 FoxP3 (Lim et al., 2017). Cette
bactérie pourrait donc étre utilisée en préventiordans le but d’améliorer les symptdomes de
la dermatite atopiqué.effet des probiotiques dans le traitement dedenthtite atopique est
plus discutable et les différentes études ne mohpas d’effets probants a ce jour (Blattner et
al., 2016; Gore et al., 2012; Lee et al., 2008).
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Le traitement de I'asthme et des rhinites allerg&piar des probiotiques ne bénéficie pas encore
de données récentes suffisamment completes eédegw assez fortes pour conclure d'un effet
bénéfique (Azad et al., 2013; Cuello-Garcia et28)15; Elazab et al., 2013; Nieto et al., 2014,
Peng et al., 2015; Singh et al., 2013; Tang eR@lL5). Des études supplémentaires seront donc
a prévoir pour déterminer I'efficacité de souchaipuliéres de probiotiques dans les maladies

allergiques.

2.3.5. Autres pathologies

L’axe intestin/cerveau Tres récemment, des études ont montré un liere émtmicrobiote
intestinal et des pathologies du systeme nervewtrale(autisme, anxiété, dépression)
(Carabotti et al., 2015; Collins et al., 2012; Rie¢eal., 2009). Il existe une communication
bidirectionnelle entre le cerveau et l'intestin sl@e qui est communément appelé de nos jours
I'axe “gut-brain” avec comme régulateur majeursysteme immunitaire (Powell et al., 2017).

Il y a des voies de communications établies emtrgybtéeme nerveux autonome, le systeme
nerveux entérique, le systeme neuroendocrinien eetsyisteme immunitaire. Par ces
intermédiaires, les microorganismes intestinauwebuwn role majeur dans le fonctionnement
du systeme nerveux central (Foster and McVey NeufgdD13). Des modifications du
microbiote induisent donc des modifications du cortgment, en influengant les fonctions du
cerveau (Cryan and Dinan, 2012; Mayer et al., 200%3ke de recherche intestin/cerveau est
tres récent et en cours de développement. L'étadgrbbiotiques est encore peu développée,
mais lorsqu’il s’agit de pathologies associéessandedifications du microbiote, I'utilisation de
probiotiques semble une piste intéressante a explog nombre de publications devrait croitre
dans les années a venir (Hemarajata and VersaR12).

Probiotiques et métabolismé.e microbiote intestinal semble jouer un réle artant dans le
développement de 'obésité, la micro-inflammatisaaxiée a I'obésité et I'insulino-résistance
(Patterson et al., 2016). Des différences dan®taposition, dans les genes fonctionnels, et
dans l'activité métabolique du microbiote permdtiule distinguer des individus obésessus

des individus sains (Shen et al., 2013). C’estguoirune approche a base de probiotiques dans
le but de moduler la flore intestinale parait iag&ante. Il a été montré que l'utilisation de
probiotiques lors d’'un régime n’'accélérait pasdag@de poids mais induisait des modifications
du profil lipidique et une augmentation de la skiig¢ a I'insuline (Madjd et al., 2016;

Savchenyuk et al., 2015). Dans un modele muripritee de probiotiqueB. animalisssplactis
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420, durant un gavage avec un régime riche en geaspet de limiter la prise de poids,
d’augmenter la tolérance au glucose et de dimilitflammation du foie (Stenman et al.,
2014). Chez 'Homme, la supplémentation avec lebjotaque L. caseiShirota pendant un
régime riche en énergie permet de maintenir urtaicersensibilité a I'insuline (Hulston et al.,
2015). La prise de probiotigue peut donc étre @sgante en prévention de maladies
métaboligues comme le diabéte de type 2. Dansymibése bibliographique datant de 2016,
il a été conclu que la prise de probiotiques efyhebiotiques pour la prévention et le traitement
de lI'obésité, du diabéte de type 2 et de la stéamosm alcoolique pouvait avoir des effets
bénéfiques d’apres les résultats de la littéraibéez-Lara et al., 2016). Les mécanismes sous-
jacents sont encore mal connus et doivent failgdtad’'études supplémentaires. Il a été montré
gu’'un mélange de probiotiquds. fhamnosus MG S-28148 eB. animalisssplactis LGM P-
28149), dans un modele murin, était capable d’are¥li’adiposité, I'insulino-résistance et les
dyslipidémiesvia un remodelage des cellules de I'immunité du tistipeux (essentiellement
les macrophages). Au niveau intestinal ce mélangdifiait I'absorption des acides gras et
restaurait I'expression d’un récepteur des AGCCRGR Associés a ces résultats, il y avait un
changement dans la composition du microbiote etaugenentation de la production ’AGCC
comme le butyrate et le propionate (Alard et ab]16). Ces résultats conferent alors a ce
mélange de probiotiques des propriétés anti-inflatoires. Enfin, I'axe intestin/cerveau est
etudié dans la regulation de la prise alimentdirexiste encore peu de résultats sur le sujet
mais le microbiote ayant des effets avérés sueteeau, il est tout a fait possible d'imaginer
gue sa modification par les probiotiques puissendifier le comportement alimentaire d’'un
individu (Hussain and Bloom, 2013).

Probiotiques et maladies auto-immuné&xemple de la polyarthrite rhumatoide qui est une
maladie inflammatoire autoimmune de type Thl et7Ttavec une altération du microbiote
intestinale dont le réle dans la physiopathologi¢edmaladie est de plus en plus reconnu (Kang
et al., 2016). Un grand nombre d’études sont meeégmibliees actuellement concernant
I'utilisation de probiotiques comme IBacillus subtilis pour induire des effets anti-
inflammatoires (Urdaci et al., 2016). Lecasei01 par exemple, induit une augmentation de la
sécrétion d’IL-10 dans le sérum et améliore lespmes de la maladie (Vaghef-Mehrabany
et al., 2014). L'utilisation de probiotique en cdérpent d’un traitement contre la polyarthrite

rhumatoide semble prometteur (Wang et al., 2016).

Probiotiques et nouveau-nés prématuré®e nombreuses études sont menées pour analyser

l'effet de la prise de probiotiques chez les nouveés prématurés pour prévenir des
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entérocolites nécrosantes et des sepsis tardifmdrmapulation du microbiote par la prise de
probiotique semblerait avoir un effet bénéfique -dda prévention de ces pathologies
(Fernandez-Carrocera et al., 2013; Jacobs et @l3;2/ongbhavit and Underwood, 2016).
Cependant toutes les souches de probiotique nepasrefficaces. Par exemple, Bebreve
BBG-001 n’'a pas montré d’effet bénéfique, ni sgrdatérocolites nécrosantes, ni sur les sepsis
tardifs (Costeloe et al., 2016).

2.4. LeL. rhamnosus.cr35

Dans cette sous-partie, nous allons nous ingresk. rhamnosusg5, le Lcr35. Cette

souche a été utilisée pour nos expériences.

2.4.1. Caractéristiques du Lcr35

Le Lcr35 a été isolé de la flore intestinale damfant sain dans les années 1950. C’est
un lactobacille hétérofermentaire facultatif idéatigrace a des galeries API® 50 CH. I
correspond, avec une probabilité a plus de 95%sp&cd.. rhamnosu®t a un peu moins de
5% a I'especé.. casei En 2008, Coudeyraet al, ont démontré sur le plan moléculaire, que

cette souche était proche de la souchthamnosu$G (Coudeyras et al., 2008).

La souche Lcr35 est produite en Auvergne depuis ghkisoixante ans, par les laboratoires
Biose (Anciennement les laboratoires Lyocentre frigbionov pour la partie recherche).
Lyophilisée, elle est commercialisée sous diverfmsnes galéniques et appellations
commerciales dans de nombreux pays a travershe gls’agit du Bacilor®, du Gynophilus®,
du Lcr Lenio®.... Comme cela a été mentionné précédent, le Bacilor®, dont le Lcr35
constitue le principe actif, est le seul probioédpactérien a avoir obtenu une AMM en France.
Il est indiqué dans le traitement d’appoint desrti@es post-antibiotiques en complément d’'une
réhydratation. Il est également utilisé dans la@néon des récidives des vulvo-vaginites, sous
la forme d’une préparation parapharmaceutiqueiarafticale, le Gynophilus®, qui a obtenu
un marquage CE. Notre travail participe a compléereun dossier d’AMM pour ce produit.
Apres des décennies d'utilisation et un suivi darptacovigilance, aucun effet secondaire n’'a

été rapporté.
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2.4.2. Effets bactériologiques bénéfiques dBhcr

Différentes études ont pu démontrer que l'actiefacsouche Lcr35 peut avoir des effets
bénéfiques grace a des propriétés anti-infectieldegs traiterons ici, des effets bénéfiques
démontrés du Lcr35 dans les spheres intestingleletonaire. Ses propriétés anti-infectieuses
vaginales seront décrites dans le chapitre 3 (@pitte 3 2.9). Le surnageant de culture du
Lcr35 possede des activités antibactériennes, testi#Etiques contre de nombreux pathogenes
intestinaux comme |eS. coli entéropathogenes et entérotoxinogeKéshsiella pneumoniage
Shigella flexneri Salmonella typhimuriupEnterobacter cloacae®seudomonas aerugingsa
Enterococcus faecalist Clostridium difficile(Forestier et al., 2001). Il a aussi été montrésdan
cette étude, que le Lcr35 est capable d’entreperpétition avec ces bactéries dans un modeéle
in vitro et d’adhérer aux cellules épithéliales Caco-2. [De,pl est capable de persister dans
I'intestin et de résister aux stress gastro-imestk (de Champs et al., 2003). Toujours dans son
réle de lutte contre les bactéries pathogénesg¢iEanontré dans un modeéle murin, qu'il est
capable de diminuer la densité de colonisatiorstirtale par des entérocoques résistants a la
vancomycine (Vidal et al., 2010). De plus, le Lce& capable d’exercer une activité anti-
inflammatoire réparatrice et d'améliorer le fonatiement de la barriére intestinale suite a un

traitement antérieur avec du LPSSletyphimuriun{Fang et al., 2010).

Des études portant sur 'amélioration des diarrtoégsnontré que le Lcr35 pouvait avoir des
effets bénéfiques en diminuant la quantité de ads virales de rotavirus présentes dans les
feces (Fang et al., 2009). Il peut aussi se moefface dans le traitement des diarrhées post-
radiothérapies (Urbancsek et al., 2001). En plusasteréle pour lutter contre les infections et
les diarrhées, le Lcr35 a également montré darspl@re digestive, au cours d’'une étude
clinigue sur des enfants, un effet bénéfique dapsise en charge des constipations chroniques
et des douleurs abdominales (Bu et al., 2007).

Dans la sphére pulmonaire, il a été montré qukniaistration orale de Lcr35 permettait
de différer la colonisation et 'infection des pomms parP. aeruginosachez des patients en
unité de soins intensifs, nourris par sonde nasogas (Forestier et al., 2008). Dans une autre
étude clinique comparative de trois probiotiques, pu étre démontré que le Lcr35 avait un
effet protecteur significatif sur des enfants ea fgescolaire contre les infections virales des

voies aériennes (Lin et al., 2009).
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2.4.3. Effets immunologiques du Lcr35

Pour décrire les effets qu’a le Lcr35 sur la ré&q@immunitaire des étudesvitro etin
vivo ont été effectuées. Ces études ce sont essangellentéressées aux cellules dont nous
nous sommes intéressés, les DC ainsi que les sqpudations lymphocytaires T. Les étudies
vivo dans des modeéles murins se sont focalisées saptmse immunitaire apportée par le
Lcr35 dans des pathologies comme le syndrome mtediin irritable, les MICI et les maladies
allergiques, et seront décrites dans le paragrapheant. Nous allons tout d’abord nous

intéresser a ce qui a été démoimreitro au sujet de I'effet du Lcr35 sur des moDC.

2.4.3.1. Immunomodulation des moDC par le Lcr35

Une étude a eu lieu en 2011, sur ce sujet, eigriplr Evrarct al. Le but de cette
étude était d’analyser la réponse des DC graceausiepirs techniques, au contact de deux
concentrations de Lcr35 (MOI 0.01 et MOI 10) (Edraet al.,, 2011). Une analyse
transcriptomique a permis de montrer qu’a une MO0M1, le Lcr35 modifie peu et de fagon
non significative la réponse transcriptionnelle desDC. En revanche a une MOI de 10, le
Lcr35 augmente positivement I'expression de genewliqués dans les réponses
inflammatoires, dans la préparation et la présiemtates antigeénes par le CMH et la
signalisation cellulaire. L’expression des génedacd pour les cytokines pro-Thl (IL-12) et
pro-Thl7 (IL-6, IL-23, IL-B et TGF$) a été significativement augmentée. L'expressies d
genes codant pour un profil Th2 ou Treg n’a paskhaihgé, excepté une Iégére augmentation
de l'expression de I'lL-10. De plus, une analyse pRT-PCR a permis d’observer une
augmentation de I'expression des genes codantGu20, une chimiokine responsable du
recrutement des DC dans les tissus, mais aussiCiRY Qui est un récepteur de chimiokine
(CCL19/CCL21) permettant aux DC ayant capté ungant de migrer vers les ganglions
lymphatiques. Au niveau phénotypique, une analys€CBIF de marqueurs membranaires
caractérisant des moDC immatures (PRR) et des mmo&tdres (molécules de co-stimulation)
apres 48 heures de contact avec un gradient deevation de Lcr35 (MOI 0.01 a 100) a
indiqué que le Lcr35 a un effet dose-dépendantasmaturation des DC. La maturation induite
par la plus forte concentration de Lcr35 étant cosepentre les DC immatures et les DC
pleinement matures (stimulées au LPS), il est eogak le phénotype de maturation induit par
le Lcr35 est intermédiaire. Le dosage des cytokimésentes dans le milieu de culture des DC

confirme ce qui a été observé lors de I'étude tap®mique, c’est-a-dire 'augmentation de
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sécrétion de cytokines pro-Thl et pro-Thl7 auxefortoncentrations (MOI 10 et 100). La
réponse lymphocytaire n'a pas été étudiée en 204 but de notre étude est, entre autre, de
compléter les données concernant la réponse lymypdioe apportée par le Lcr35 et vérifier

s’il induit, comme le conclu cet article, un efielammatoire pro-Th1l et pro-Th17.

2.4.3.2. Immunomodulation obsenigerivo par le Lcr35

Le Lcr35 a été testé dans des modéles murinsgo@lyser son efficacité dans plusieurs
pathologies en lien avec des réponses immunitaiédsillantes. Nous allons détailler les

résultats obtenus dans ce paragraphe.

Le Lcr35 et le syndrome de lintestin irritablldDans une étude clinique parue en 2012,
effectuée chez cinquante patients atteints du symelrde l'intestin irritable, il a pu étre
démontré que le Lcr35 diminue le score de doulbdominale dans le sous-groupe de patients
avec une forme diarrhéique du SlI (Dapoigny e28l1,2). Dans un modeéle de rat avec injection
de TNBS (2,4,6-trinitrobenzenesulfonic) au niveaoxpmal, mimant le Sll en créant une
micro-inflammation du colon, ainsi que dans un nedke stress induit par la contention, le
Lcr35 a été capable de diminuer I'hypersensibéitées douleurs viscérales ressenties par les
animaux. Ces résultats sont encourageants pourska gn charge des patients atteints d’'IBS
(Darbaky et al., 2016).

Lcr35 et inflammation mucosale intestinal®ans le but de mimer linflammation de la
mugueuse intestinale pouvant survenir apres uemnaint de chimiothérapie, un modéle murin
d’'inflammation de la muqueuse par injection intridp@éale de 5-Fluorouracil a été créé. Le
traitement oral avec du Lcr35 a permis de dimineenombre de diarrhées associées a la
chimiothérapie, ainsi que de diminuer la sécréties cytokines pro-inflammatoires comme le
TNF-a et I'lL-1p induites par la chimiothérapie (Yeung et al., 20C®s résultats préliminaires
dans un modele animal pouvant suggérer une steatBgrapeutique alternative pour lutter

contre cette inflammation.

Le Lcr35 et les maladies allergiqueB’autres effets bénéfiques que le rble antigtirix du
Lcr35 ont été étudiés. Une premiere étude dataB0@6é a voulu montrer I'efficacité du Lcr35
dans le traitement de la dermatite atopique. Datie étude une amélioration du score clinique
a été observée chez de jeunes enfants agés de and apres trois mois de traitement avec le
Lcr35 (Passeron et al., 2006). Dans cette étugeplgiotique a été utilisé en complément d’'un
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prébiotique (symbiotique). Le prébiotique est cos®pdes produits de fermentation du Lcr35,
de lait écrémé en poudre d’amidon et de lactospe@ant, les résultats ne different pas de
I'utilisation du prébiotique seul. Cette étude ndoasrnit des conclusions limitées par le fait
gu’il n’y a pas de bras probiotique seul, ni deslppkacébo ou traitement de référence (Passeron
et al., 2006). Dans un modéle murin dinflammatialergique des voies aériennes,
sensibilisées et stimulées a I'ovalbumine, le éraiént oral par le Lcr35 une semaine avant
sensibilisation a montré sa capacité a réduirdldimmation allergique et I'hyperréactivité
bronchique (Yu et al., 2010). Dans le méme modelemil a été démontré que le Lcr35 avait
des effets sur la prévention de I'asthme allergigéeliée par les DC, en induisant des Ly Treg
et en supprimant la réponse Th2 (Jang et al., Kib2get al., 2013). Toujours dans un modéle
murin, le Lcr35 est capable d'induire la productida Ly Treg CD4 CD25 FoxP3, de
diminuer la production d’lL-4 et ainsi avoir un ebpréventif dans le développement des
dermatites atopiques (Kim et al., 2012; Yeom et24115). Finalement, il en a été conclu dans
un modéle murin que le Lcr35 montre une diminutittnla marche atopique, c’est-a-dire
I'évolution dans le temps du phénotype de la malaldirmatite atopique d’abord, puis de la
rhinite allergique et plus ou moins de I'asthmecgra la production de Ly Treg et a la
diminution des réponses Th2, Th17 et TSLP (Kiml.e2814).
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Figure 22.Schéma de 'appareil génital féminin.

(1) Les ovaires. (2) Les trompes de Fallope. (8}drus. (4) Le col de I'utérus qui comprend
'endocol dans la partie utérine et I'exocol damgértie vaginale. (5) Le vagin.
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Figure 23.Représentation schématique de la muqueuse vaginale

Sont représentés sur ce schéma la lumiere vaginakd la flore commensale principalement
composée de lactobacilles sécrétant de nombreuxidpspantimicrobiens. Les cellules
épithéliales pluristratifiées non kératinisées senbuvertes d’'une couche de mucus a leur péle
apical. Des LC sont présentes au sein de cet épithéA leur pble basal se trouve l@mina
propria ou sont se retrouvent les différentes sous-popumsatde DC présentées ainsi que des
cellules NK et des monocytes.



Chapitre 3 : L’appareil génital féminin

1. La physiologie vaginale

L’appareil génital féminin est composé de cingtipar(Figure 22). Tout d’abord il est
constitué des ovaires, ils forment un organe paisont les gonades féminines. Elles servent a
la fois a la production des ovules et a la séanédies hormones sexuelles féminines, cestrogene
et progestérone. En aval, partant des ovairesailes trompes de Fallope (ou oviductes) qui
relient chaque ovaire a l'utérus. Elles captenilescytes lors de I'ovulation et permettent le
transport des spermatozoides de I'utérus versdyieo L'utérus recoit latéralement les trompes
de Fallope droite et gauche et le corps utérin comque avec le vagin par le col utérin. Ce
dernier est composé de deux parties, I'endocolaqune structure épithéliale formée d'un
épithélium mono-couche similaire a l'utérus, etxdeol qui est revétu d'un épithélium
identique a I'épithélium vaginal. Le vagin est citog d’'une muqueuse de type Il, elle est
constituée par un épithélium malpighien squameusigifatifié non kératinisé avec absence de
jonctions serrées. Cet épithélium est séparé du tisnjonctif sous-épithélidiafnina propria
ou LP) par une fine lame basale. Les cellules @elehe basale sont cubiques et leur division
par mitose entraine le renouvellement de I'épilinéliLes cellules de la couche intermédiaire
ont une forme polyédrigue et les cellules de lacbewsuperficielle sont pavimenteuses (plates)
et desquament dans la lumiére. Le tissu conjos@iéve a la face profonde de I'épithélium
sous forme de papilles. Il existe un réseau ca@llsous-épithélial d'une tres forte densité
occupant toute I'épaisseur deldaina proprig ce qui permet aux cellules immunitaires de
circuler (Koritke et al., 1969) (Figure 23). CettBplium connait des modifications en fonction
de linfluence hormonale. Aprés l'ovulation, laasér superficielle desquame et libere du
glycogéene qui sera métabolisé en acide lactiquaapiore commensale, d’ou I'acidification
du milieu plus importante selon le cycle menstruek cellules épithéliales sécretent et sont
recouvertes d’'une couche de mucus (Andersch-Bjamketaal., 2007). De plus, ce mucus
sécrété par les cellules épithéliales est recowdernombreuses bactéries composant la flore
commensale vaginale et composée essentiellementiaebacilles producteurs d'acide

lactique.
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Figure 24.Cing groupes de communautés bactériennes vaginalds femmes américaines.
Identifiées par Ravedt al en 2011 (Repris par Petrova et al., 2013).
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Figure 25. Représentation des communautés bactériennes vagiaalparmi des groupes
ethniques de femmes ameéricaing®’aprés Ravel et al., 2011).



1.1. La flore commensale vaginale
1.1.1. Composition de la flore commensale vdgina

A. Ddderlein fut le premier, en 1892 a décrirae@bre qu’il considérait homogéne et
constituée de bacilles a Gram positif (DoderleB92). Pendant de nombreuses décennies cette
théorie a persisté. La flore commensale vaginali¢ &obrs composée de bacilles de Doéderlein,
d’ou son nom, flore de Doderlein. Dans ces dersidgeennies, les connaissances en biologie
moléculaire ont permis d’'analyser plus finemerddenposition de cette flore et de déterminer
la présence de nombreux autres genres et esp@tésdizs présents en petite quantité. La flore
vaginale normale d’'une femme, des les premierssjag vie, est composée a 85% de
Lactobacilles producteurs d'acide lactique et dexyele d'hydrogéne @#D.) (de 10 a 16
CFUl/g de fluides vaginales) (Andreu et al., 1998 15% restants sont composés par une
flore diversifiée de bactéries aérobies et anaésobil représentée pour moitié @ardnerella
vaginalis(G. vaginalig. Cette flore varie en fonction de I'adge (post-puaire, pré-ménopause
et post-ménopause). En effet, il a été montré gdierde a la fois aérobie et anaérobie diminuait
au cours du cycle menstruel (Bartlett et al., 193@utter and Brown, 1980; Wilks and
Tabagchali, 1987). Cependant, la flore normaleerekiminée en grande partie par des
lactobacilles producteurs d'acide lactique et-@H Des études récentes ont montré que
I'origine ethnique des femmes américaines moditiaitsidérablement la composition de leur
flore (Ravel et al., 2011). Il a été étudié 396 heds nord-américaines asymptomatiques
représentant quatre groupes ethniques, blanchigss nasiatiques et hispaniques. Cette étude
a montré 5 groupes de communautés bactériennesotéexde | a V. Dans les groupes |, I,
lll et V, la flore était dominée par des lactoblas) respectivementt, crispatus, L. gasseri, L.
iners et L. jensen{iPetrova et al., 2013igure 24). Le groupe IV est composé d’'un micrtdio
divers, mélangeant des lactobacilles et une floe&bie importante. Les femmes américaines
d’origine asiatique et les femmes blanches onflane composée respectivement de 80 et 90%
de lactobacilles, alors que les femmes afro-amiéesaet d’origine hispanique ont une flore
composeée de seulement 60% de lactobacilles, flamaale pouvant étre considérée comme le
début d’'une dysbiose chez une femme blanche eutopg®avel et al., 2011; Shipitsyna et
al., 2013) (Figure 25). Il existe bien une diversians la composition de la flore vaginale a
travers le globe en fonction des origines ethnigDésutres études par exemple, qui ont eu lieu
en Inde, au Brésil ou au Mexique indiquent uneeflaussi dominée par des lactobacilles mais,

dans ces études, la souche dominante est la sbudcdhgeri(Garg et al., 2009; Madhivanan et
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Figure 26. Mécanismes d’action bactériologiques des lactobalgb vaginaux pour lutter
contre la flore pathogéngD’aprés Lepargneur et al., 2008).

Community State Type (CSTs) pH Metabolite profile
I L. crispatus 4,08
1 L. gasseri 5.08
v L. jensensii 4.78
1l L. Iners (ubiquitous regardless of BV status) 4.48
IV-A Modest levels of L. crispatus, L. iners or other

Lactobaciflus sp. with low proportions of
Streptococcus, Anaerococcus,
Corynebacterium and Finegoidia

5;3%
V-B Relatively high levels of Atapobium,
Gardnerella, Mobiluncus, Peptoniphilus,
Sneathia, Prevotelia and several other taxa of
BVAB

INCREASING RISK

Bv Palymicrobial >4.5
Increased diversity and bacterial load of BVAB

Figure 27. Profil des métabolites sécrétées en fonction de mmunauté bactérienne
vaginale (D’aprés Aldunate et al., 2015). La présence degigras a courtes chaines est
synonyme d’une diminution des lactobacilles vaginat de la présence d'une flore
polymicrobienne.



al., 2014; Martinez et al., 2008; Martinez-Pefial e2013). Cette flore a un réle trés important
dans la protection de I'h6te face aux infections.

1.1.2. Role protecteur de la flore commensatgnade

L’équilibre de I'écosysteme vaginal est fragilesen maintien est essentiel pour éviter
toute infection. Pour cela, la flore commensalea activité antimicrobienne qui stabilise le
microbiote vaginal grace a la production de comp@sgimicrobiens, a sa capacité a adhérer
aux cellules épithéliales vaginales et a s’agréger bactéries pathogénes (Figure 26). Ceci
correspond a I'ensemble des mécanismes bactégakgyiels que nous allons les décrire dans
les paragraphes suivants, permettant de protégeorfes contre des infections vaginales

(Lepargneur and Rousseau, 2008).

1.1.2.1. La sécrétion de composés antimicrabien

La présence de lactobacilles producteurs d'acaiqgle, permet de créer un
environnement acide avec un pH vaginal autour 8el4 pH vaginal varie en fonction des
especes de lactobacilles qui composent la florenadgy Chaque lactobacille a des capacités
plus ou moins développées pour fermenter le glycegke I'environnement qui est a l'origine
de la production d'acide lactique. Cette aciditérg d’inhiber un grand nombre de bactéries
pathogenes et de virus qui ne peuvent se dével@ppempH (Charlier et al., 2009). Un faible
pH semble tres important dans la prévention deolanisation par des pathogenes mais
certaines souches de levures con@nalbicanset certaines bactéries comme les entérocoques
peuvent résister a ces pH bas (Reid et al., 20@6Jiminution du pH n’est pas le seul élément
permettant d’avoir un effet inhibiteur sur les mayénes. Les groupes ethniques de femmes
ayant une flore vaginale dominée par les lactolesmcdnt peu de capacité a créer des acides
gras a courtes chaines (AGCC). A I'inverse, lesnf@®m du groupe IV qui ont une flore variée
et anaérobie, utiliseront le glycogene comme sabgiour former des AGCC (acétate,
propionate, butyrate, succinate), qui ont beauaooms d’effets antimicrobiens que I'acide
lactique (Aldunate et al., 2015) (Figure 27). Camament a I'effet tolérogéne connu des
AGCC au niveau colique, les AGCC vaginaux induimaia sécrétion de I'lL-8, de I'lL-6, de
'IL-1 B pour créer un environnement pro-inflammatoire (Minsef et al., 2012). Il existe des

especes de lactobacilles qui ont la capacité déte¢@lus ou moins di@.. C’est le cas de.
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crispatuset deL. jenseniiqui sont des producteurs @®k, alors qud.. gasseretL. inersn’en
produisent que peu. Des études ont montré que lptusactobacilles étaient capables de
produire de I'HOo, plus ils étaient présents au sein de la florenzdg (Antonio et al., 1999;
Song et al.,, 1999; Spear et al.,, 2011). De plus, pEésence est inversement corrélée au
pourcentage d’infection vaginale retrouvée cheZdasmes étudiées. La production a®i
induit un effet cytotoxique sur les pathogenesezmet un maintien de I'équilibre vaginal en
inhibant leur croissance (Ocafa et al., 1999).rEnés lactobacilles peuvent quasiment tous
sécréter différentes bactériocines. Ce sont dei®ipes, ou complexes protéiques ayant une
activité bactéricide contre des espéces taxonomigoeproches de la souche productrice. Les
bactériocines produites par les bactéries lactiquesne activité dirigée principalement contre
les bactéries a Gram positif. La membrane exteesebdctéries a Gram négatif ne permet pas
aux bactériocines d'atteindre la membrane inteunes} le siege de leur activité (Thonart and
Dortu, 2009). Il existe trois classes de bacténiesien fonction de leur taille allant de moins de
5kDa a plus de 30kDa, chacune ayant des mécanidraetion spécifiques pour tuer les
pathogenes : activité nucléase, formation de pars ¢d& membrane cytoplasmique (Gillor et
al., 2005). Des bactériocines comme la T8 et la ¥/Dnt pu étre isolées de prélevements
vaginaux prouvant leur présence au niveau vagikah@dsteniet et al., 2006; Todorov et al.,
2006).

1.1.2.2. Capacité d’adhésion a I'épithéliuminalg

La forte présence de bactéries commensales créecampétition entre les micro-
organismes pour les micronutriments du microenviemnent vaginal. Elles créent aussi une

forte compétition pour les sites de fixation aitié@lium vaginal.

Plusieurs études ont démontré la capacité d’adhésir cellules épithéliales des lactobacilles
(Andreu et al., 1995; Boris and Barbés, 2000; Sebal., 1981). Il existe plusieurs mécanismes
par lesquels les bactéries commensales se fixenesweellules épithéliales (Figure 28). Les
lactobacilles peuvent se fixer de maniére spéafigua cellule épithéliale grace aux acides
lipotéichoiques et aux polysaccharides des basté&e fixant sur les glycoprotéines et
glycolipides du mucus ou de la membrane celluldifimteraction peut-étre non spécifique

grace a l'intervention de liaisons physico-chimigjf&ndreu et al., 1995; Boris and Barbés,
2000). Les lactobacilles sont aussi capables diadldda fibronectine présente dans la matrice

extracellulaire (Nagy et al., 1992). L'adhésionaé#iore commensale sur les sites récepteurs
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permet un encombrement stérique créant une compétiis-a-vis de ces sites de fixation
jouant ainsi un réle important dans la lutte com@einfections par les pathogenes. Enfin, la
production de biosurfactant inhibe I'adhésion denhreux pathogénes en créant une barriére
face aux pathogénes et en favorisant 'adhésiorladtsbacilles (Velraeds et al., 1998). Au
cours de la vie, plusieurs facteurs peuvent madifiecapacité d’adhésion des lactobacilles,
comme, les changements hormonaux, le pH et la ig@al® glycogéne (Borges et al., 2013).
L'ensemble de ces éléments permet d'augmenterefimgabilité de la membrane et éviter la

translocation de bactéries pathogenes.

1.2. La muqgueuse épithéliale vaginale et immunitée

1.2.1 Les cellules épithéliales vaginales samtpvemier rempart de
protection face aux infections

Outre le rble de la flore commensale comme tagbeotecteur face aux infections, il
existe d'autres systemes synergiques et compléimesitaa commencer par les cellules
épithéliales elles-mémes. Tout d’abord, elles faornume barriére continue du vagin jusqu’aux
ovaires, évitant physiquement aux bactéries oppisties de traverser cette barriere. De plus,
les cellules épithéliales vaginales, comme toutésea cellules épithéliales de I'organisme
expriment différents PRR. Elles expriment fortemlestTLR 1 & 9 qui sont fonctionnels mais
aussi des CLR comme le récepteur au mannose réticesteurs NOD (Fanibunda et al., 2011;
Fazeli et al., 2005; Witkin et al., 2007). L'exmies de TLR4 est élevée dans les trompes de
Fallope et décroit en descendant dans le tractusgevenir faible dans le vagin (Nasu et al.,
2010). Le TLR 10 semble ne pas étre exprimé dangpithélium. Les cellules épithéliales
vaginales sécretent des molécules ayant une &ctimtimicrobienne appelées défensines. Les
défensines comme SLP1 (Secretary leukocyte protelsstor 1), dégradent la membrane des
bactéries a la fois & Gram positif et négatif, @intant la lyse des bactéries (Witkin et al., 2007).
De plus, les cellules épithéliales vaginales omtlgacité de sécréter les protéines hsp70 (Heat
Shock Protein), qui ont un double réle, de protectellulaire et d’activité antimicrobienne.
Au niveau intracellulaire, elles se lient a d'asitpeotéines pour éviter la dégradation de la
cellule. Au niveau extracellulaire, elles se liaok TLR et induisent une réponse immunitaire
(Giraldo et al., 1999; Voellmy, 2005). De plusspfi0 peut induire la sécrétion d'oxyde nitrique
(NO) en réponse a la présence d'une flore vagmabemale (Genc et al., 2006). Enfin, les
cellules épithéliales vaginales ont la capacité@méter SP-A et SP-D (Surfactant Protein) qui

jouent un réle important dans la lutte contre debieux pathogenes (Leth-Larsen et al., 2004;
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MacNeill et al., 2004). Les cellules épithélialesgjinales, en plus de leur fonction barriere font
partie du systéme immunitaire inné en reconnaisgagtand nombre de pathogenes, induisant
un microenvironnement au niveau basal qui activerafonction, les cellules du systeme

immunitaire.

Le systeme immunitaire vaginal est composé de nemxbtypes cellulaires. Le but étant de
répertorier les cellules qui ont été identifieesiameau vaginal. Les cellules de 'immunité innée
seront d’abord décrites brievement. Dans un seg@amdgraphe, I'intérét sera porté sur les

différentes sous-populations de Ly T CD4 vaginaux.

1.2.2. Les cellules de 'immunité innée au niveaginal
1.2.2.1. Classification des sous-population®@evaginales

Les DC sont présentes dans I'épithélium vaginaim@e cela a été décrit dans la
premiére partie les DC sont les principales CPAsgsteme immunitaire et ont un role de
sentinelle surveillant le microenvironnement. Ettaptent les antigénes dansaliaina propria
et présentent leurs peptides aux lymphocytes T lgarganglions lymphatiques. Ces dernieres
années, un changement de nomenclature et de reslépldes ont permis d’identifier un grand
nombre de sous populations de cellules dendritigd@ss ce paragraphe, nous allons présenter
les sous-populations intervenant dans la réponseumitaire vaginale (Duluc et al., 2013a)
(Figure 29).

- Les CD11¢CD1¢ CD14 CD116°Y et CD11¢CD1¢ CD14' CD11K sont les
DC de lalamina propria(LP-DC). Ces deux sous-populations ont des dersdetesont donc
gualifiées de cellules dendritiques. Elles expritraarssi le CD1a, le CD83 et le. Au niveau des
récepteurs de chimiokines, les LP-DC expriment CE@REXCR4 (corécepteurs du HIV),
CCR6, CCR4, CXCR1 etle$7 intégrines. CCR7 et CD103 ne sont pas expringg durface
(Duluc et al., 2013b; Rodriguez-Garcia et al., dJ0D&ns ces articles, le paralléle n’est pas fait
avec les sous-populations de cDC1 et de cDC2 axg@igidans la premiére partie de ce travail.
Le fait qu’elles soient CDIourrait les rapprocher des cDC2 connus. CepenldsntDC2
n'expriment pas le CD14 et expriment le CD103 areau intestinal (Watchmaker et al., 2014).
Le fait d’étre dans un autre tissu pourrait exgigles disparités dans I'expression de ces
marqueurs. De plus, l'absence du marqueur CD141s dass €tudes ne permet pas
I'identification des cDC1, qui sont CD141

83






- CD11¢Y CD1c CD14" CD11#, sont les cellules les plus abondantes dans la
mugueuse vaginale. Elles ont des caractéristiogiesatrophages et sont classées comme telles
par les auteurs (Duluc et al., 2013b). Ces cellolgsde larges vacuoles cytoplasmiques et
expriment le CD86 et le CD163 (récepteur scavendgeependant, elles n’expriment ni le
CD1a, ni le CD83. Au niveau des récepteurs de dkimes, elles expriment CCR2 (récepteur
de « homing » des macrophages et monocytes), CCRER1, CCR5 et CXCR4 (Shen et al.,

2009). Elles n’expriment pas |18% intégrines.

- Les cellules de Langherans (LC) qui comme d@awsns vu dans la premiére
partie, sont remises en question en tant que DE.&timde sur un modele murin a démontré
gue les LC de ['épithélium vaginal en condition haostasique sont essentiellement
renouvelées par des précurseurs dérivés de laerasseuse d’origine non monocytaire (lijima
et al., 2007). Au niveau vaginal, ces cellules ¢g8bA-DR* CD207 et sont présentes dans
I'épithélium (Duluc et al., 2013b). Cependant, pegssion de CD207 par les LC vaginales est
inférieure a I'expression de CD207 par LC du de(hjiena et al., 2007).

- Dans un modeéle murin, il a été montré que @€ gont peu présentes dans la
mugqueuse vaginale de souris. Cependant, lors dhdeetion par le virus de I'herpés HSV-2,
les pDC sont recrutées sur le site de I'infectign. jour post-infection, le nhombre de pDC
vaginaux a doublé et continue d’augmenter jusquéuds apres l'infection (Lund et al., 2006).
Ces auteurs ont montré que le recrutement setfgisaie a I'expression de CXCR2 et de CCR5
sur les pDC. Il a été monthé vitro qu’une stimulation a partir de chimiokines et deo&ines
induit une migration et une activation des pDC ptaportante que celle des cDC, qui reste
supérieure a celle des LC (Shey et al., 2016). (gd, il a été montré que la contraception
hormonale pouvait modifier cette réponse. En effetilisation de ce type de contraception
réduit la capacité de circulation des pDC (Michtedle 2015). Les ligands de CCR5 (MIP-1
par exemple) sont fortement exprimés aprés unetiofeau niveau vaginal. Une fois de plus,
le VIH peut utiliser ce récepteur pour pénétrer deflules. C’est pourquoi une infection
vaginale permettant le recrutement de ces cellilesombre peut favoriser I'acquisition du
VIH.

- Dans un second modéle murin d’'infection géaigar HSV-2, il a été démontré
gue les monocytes inflammatoires et les moDC samiis pour induire une réponse forte de
type Thl et lutter contre cette infection. Les nmytes, lors d’'une inflammation sont recrutés
sur site grace au couple récepteur/chimiokine CCR22. Dans ce modele murin, des souris

KO pour CCR2 ont une infection plus sévére et 758t elles mourraient de cette infection
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(lijima et al., 2011). Un suivi de ces moDC au ivevaginal a permis d’observer que durant
cette infection les moDC donnent naissance a deprb¢hes des cDC2 (CD11c+ CD11b+) et
remplacent de facon transitoire les cDC2 résidedées le tissu. Le marqueur murin F4/80
permet de différencier ces deux sous-populatigjisé et al., 2011). Cependant, I'équivalent
humain de ce marqueur, EMR1 est spécifique des@oisiles et non des DC (Hamann et al.,
2007). Dans cette étude, les moDC (CD1GD11b) sont nécessaires pour stimuler de
nouveau de facon robuste la sécrétion d’iFBt la prolifération des Ly Thl, 4 jours post-
infection. La premiére vague de sécrétion d’H-Mst apportée par les NK, 2 jours post-

infection (lijima et al., 2011).

Ces cing sous-populations décrites expriment undgreombre de récepteurs, TLR, CLR et
RLR. Les CLR exprimés sont CLEC5A, CLEC4F, DCIR,E12B, CLEC16A, LOX-1, DC-
ASGPR et le DC-SIGN. Ces CLR sont surexprimés gaport aux CLR exprimés sur les DC
de la peau et du sang (Duluc et al., 2014). Les €LRIG-1 ont la méme expression que les
récepteurs présents sur les autres sous-popula@oD€. Lorsque ces quatre sous-populations
de DC vaginales sont comparées entre elles, ilnesttré que les CDI4(LP-DC et
macrophages) expriment plus le DC-SIGN, le LOXelDC-ASGPR, le DCIR, mais aussi des
TLR 1, 2, 4 et 6 pour les macrophages. L'augmentatl’expression de ces TLR sur les
macrophages leur confére un rdéle important dangdannaissance de produits bactériens
(Duluc et al., 2013b, 2014). Les DC vaginales spiriexant le TLR 7 ont un réle dans
immunité antivirale. En fonction de I'expresside ces récepteurs dans les sous-types de DC,
elles sont des cibles attrayantes pour manipul&panse immunitaire de I'héte, dans le but de

générer des vaccins.

Les DC sont connues pour étre la porte d’entrééirdfection par le VIH. L'étude de ces
récepteurs présents a la surface des différentssmapulations de DC a permis d’'identifier les
DC les plus protectrices contre le VIH. Il a éténdétré que la Langerine, un CLR présent sur
les LC est une barriére a I'entrée du VIH car dégmans les granules de Birbeck, alors qu’une
interaction avec le DC-SIGN permet la transmisslorVIH aux Ly T (de Witte et al., 2007).
Le mécanisme sous-jacent a été découvert en 20 hmiroet al.. Ils ont montré que la ligase
TRIM5a (tri-partite-containing motif &) était un facteur de restriction humain dépendiast
CLR. La fixation du VIH sur la Langerine conduilarestriction du VIH, ce qui permet sa
dégradation autophagique dans les LC. A l'invelse DC exprimant le DC-SIGN n’ont pas
cet effet, car lorsque le VIH se fixe sur le DC-8lGela conduit a la dissociation de TRIM5

du DC-SIGN, empéchant sa dégradation (Ribeiro.e2@16). Il y a donc un intérét a connaitre
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les récepteurs présents sur les différentes squagiamns de DC dans le but de mettre en place
des indications thérapeutiques.

Du fait des particularités qu'offre I'épithélium giaal, les DC résidant dans la muqueuse
vaginale et les DC migrant a partir du sang périghé au sein de ce tissu peuvent capter les
antigénes directement dans la muqueuse grace t@nsgn de leurs dendrites a travers les

cellules épithéliales (Shen et al., 2011).

En plus de leur capacité a capter un grand nomiargtigenes de facon trés rapides, les
différentes sous-populations de DC vaginales vadhiire une réponse spécifique aux antigenes
gu’elles peuvent capter en sécrétant diverses iekinduisant la polarisation des

lymphocytes T.

1.2.2.2. Autres cellules de 'immunité innégiviale

- Les NK vaginaux représentent 10 a 30% des lgdescvaginaux et varient peu
guantitativement, pendant le cycle menstruel coetreent aux NK de 'endometre. Les NK
présents dans le tractus génital féminin ont desctéristiques phénotypiques différentes selon
leur localisation. lls sont CD36CD16°% CD9" CD94" CD69" dans I'endomeétre, alors qu'ils
sont CD56 CD16" CD9" CD94 CD69 dans le tractus génital inférieur (Mselle et 2007).
L’expression de CD16 par les NK au niveau vagieskrapproche des NK sanguins. La protéine
CD9 permet de les différencier des NK sanguinsrguil’expriment pas. Le CD9 est une
protéine de surface présente sur un grand nombeellldes épithéliales et hématopoiétiques.
Il peut interagir avec les molécules du CMH de s#a$l, des Ig et des glycoprotéines
spécifiques de la grossesse. Cette expression 8ea@® observée sur des NK de la décidua
et pourrait étre la conséquence des NK migrant tatractus vaginal lors de la grossesse. De
plus, les NK retrouvés dans le tractus génital fémsont plus gros et plus granuleux que les
NK sanguins. Enfin, tous les NK du tractus gérfiéahinin sont capables de sécréter de I'lFN-
v (Mselle et al., 2007).

- Les polynucléaires Neutrophiles (PNN), sont enés dans tout le tractus génital, avec
un nombre plus important dans les trompes de Falliggroissant considérablement jusqu’au
vagin. lls sont présents dans les tissus en condithormales, expriment les TLR 1 a 9 et
éliminent rapidement les pathogénes en les phagatcydu en sécrétant des composés
antimicrobiens. Leur nombre et leur phénotype neddent pas varier selon le cycle menstruel.
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Cependant, leur nombre va augmenter lors d’'un dé&infection, les cellules épithéliales du

tractus génital jouant alors un réle primordial sisur chimio-attraction. En effet, une étude a
montré que la chimio-attraction des neutrophilest éue a la sécrétion d’IL-8 mais aussi de
GM-CSF par les cellules épithéliales. En effetsdmre des anticorps anti-IL-8 et anti-GM-CSF

ont été rajoutés dans le milieu, la migration dastrophiles avait diminué (Shen et al., 2004).

- Au niveau du systéme du complément, la voieldesnes est importante dans la
sphére vaginale. La MBL (Mannose Binding lectin) @s CLR soluble capable d'opsoniser
différents microorganismes et plus particulieren@nalbicans, opsonisation qui déclenche
alors la cascade du complément (Lillegard et 8062 Liu et al., 2006). La présence de C3 a
été détectée au niveau vaginal mais pas celle de &lfait que la MBL mais pas le C1q se
fixe sur des bactéries et des champignons vagisaggéere que la voie des lectines et la voie
classique du complément jouent un role différentsda défense immunitaire du tractus génital
féminin (Pellis et al., 2005).

- Les ILC vaginales n'ont pas encore été complétendécrites. Les ILC étant des
cellules découvertes récemment, les études s'sgént essentiellement a leur migration dans
l'intestin, la peau et les poumons (Kim and Kim18Q Cependant, du fait de leur r6le dans la
protection des muqueuses en combattant les infesciben assurant l'intégrité des tissus, nous
pouvons émettre I'hypothese qu’ils ont égalementéla dans la protection de la muqueuse
vaginale. De plus, quelques études se sont in&esrix ILC lors d’une infection par le VIH
et ont montré un déclin du nombre d’'ILC dés le démi I'infection au niveau sanguin et
intestinal (Klose and Artis, 2016; Mudd and Brershl2016; Zhang et al., 2015). Une étude
effectuée dans un modéle murin a montré la présghic€2 dans la muqueuse vaginale de

souris traitées par antibiotiques (Oh et al., 2016)

- Les Ly Tyd sont présents au niveau de la sphére génitatestritis, a la fois au niveau
des muqueuses vaginales et utérines (Pinget @046, Rakasz et al., 1997). Chez la femme,
les études sur ces cellules n'ont pas permis dedesgtifier dans la muqueuse vaginale,
contrairement aux muqueuses endocervicales ehagéfflcaide et al., 2016). Il en existe deux
sous-populations, les GD1 (Gamma Delta) et les GBR2condition homéostasique, les Ly
GD1 sont des cellules de surveillance dans lesgiakrs que les Ly GD2 se retrouvent en plus
grand nombre dans le sang périphérigue. Lors dactévation initiée par des micro-
organismes, les GD2 peuvent cependant étre resrdigesang périphérique vers les tissus
(Strbo et al., 2016).
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- Les macrophages représentent environ 10% desdgies présents vaginalement. A
ce niveau, leur présence n’est pas modifiée entitondu cycle menstruel (Wira et al., 2005).
D’un point de vue phénotypique, les macrophagesnaag different de leurs homologues
intestinaux. En effet, ils ressemblent plus aux oogtes en exprimant les marqueurs CD14,
CD16, CD32, CD64 et CD89 ainsi que les récepteesrécepteurs du HIV-1 CD4, CCR5 et
CXCRA4. La présence de ces corécepteurs, indudriicpation des macrophages vaginaux a
I'entrée dans l'organisme et a la réplication dd-Hlorsqu'il a traversé la barriere épithéliale
(Shen et al., 2009, 2014). La présence des maayephau niveau vaginal semble donc une
arme a double tranchant. En effet, ils ont un gienordial dans la capture et I'élimination
d'agents infectieux, cependant, dans le cadre ddeetion par le VIH, ils permettent au virus

de se répliquer et donc d'avoir un réle néfaste.

1.2.3. Les cellules composant la réponse imraaifdaptative vaginale

Bien que n’étant pas un organe structuré commeljgéte le GALT (Gut-Associated
Lymphoid Tissue), la muqueuse vaginale est cons&déomme un tissu lymphoide diffus
faisant parti du MALT (Mucosa- Associated Lymphdigsue) (Yoshinaga et al., 2004). De
plus, il a été montré que malgré son manque detstrj la muqueuse vaginale peut agir comme
un site inducteur et participer a 'amorcage de§ IGD8 naifs et a I'expansion clonale des Ly
T CD8 antigene-spécifique (Wang et al., 2015) (Fag2B).

1.2.3.1. La réponse lymphocytaire T CD4 vaginal

Comme nous avons pu le voir, les Ly T sont maogiment situés dans les organes
lymphoides secondaires ou les DC migrent pour fdieela présentation antigénique.
Cependant, ils sont aussi présents dans les muggieosime la muqueuse vaginale ou ils sont
situés dans llamina propria Ce sont les cellules immunitaires les plus reprEes dans tout

le tractus génital féminin (Hickey et al., 2011).

La polarisation lymphocytaire est orientée en fmmctdes cytokines sécrétées par les DC.
Comme il existe plusieurs sous-populations de D& deamuqueuse vaginale, il faut connaitre

leurs capacités sécrétoires pour connaitre lespouslations de Ly T pouvant étre induites.
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En condition homéostasique, il semblerait que lasrophages de cette muqueuse aient peu de
capacité a induire de I'expansion clonale, a I'mdeedes LC qui induiraient une forte expansion
clonale, ainsi que les LP-DC. De plus, il a été trogue les moD@h vitro avaient les mémes

capacités d’'induction de prolifération que les lt@es LP-DC (Duluc et al., 2013b).

Toujours en conditions homeéostasiques, les LC et @GD14 LP-DC sécréteraient
essentiellement de I'lL-13 et de 'lL-15, peu d’IFNet de TNFe, polarisant ainsi des Ly T
naifs en Ly Th2. A l'inverse, les CD14P-DC et les macrophages sécréteraient autanied’lF
y et de TNFe que les cellules précédentes, cependant ellescnetsraient pas d’IL-13 ni d’IL-

5, induisant une polarisation des Ly T naifs enTipl (Duluc et al., 2013b). Bien qu’elles
soient CD14, nous avons considéré précédemment que ces DCamerochaient
phénotypiquement des cDC2. Or, les cDC2 sont pkaéhues pour induire de la tolérance
alors que les cDC1 sont plutot inductrices de TMinérrieta et al., 2017). Enfin, dans les
mémes conditions aucune de ces quatre sous-pamdatiétait capable de sécréter de I'lL-17.
Les moDCs sécrétent essentiellement de P'FKDuluc et al., 2013b). Concernant, la
production d’IL-17, il est maintenant connu que teetytokine soit difficile a doser
intracellulairement dans des Ly T. Les connaisssaiacerues concernant les Ly Th17, indiquent
que d’autres cytokines comme I'lL-23 et I'lL-21 amt réle important dans le développement
des Ly Th17. Il a été montré dans le chapitre &,l4u-21 permettait d’accroitre la production
des Ly Th17 par I'activation d’une boucle autocri@e, il a été montré dans I'étude de Duluc
et al, que les LC et les LP-DC étaient capable de predies Ly CD4 producteurs d’IL-21.
Nous pouvons donc émettre I'hypothese que cedeskont représentatives des Ly Th17. Bien
gue ces Ly T CD4 soient peut-étre des Ly Th17, Eagence en condition homéostasique
pourrait étre normale, car lors d'une grossessprdaence de Ly Th17 serait impliquée dans
des avortements spontanés, des pré-éclampsies eicdeuchements prématurés (Ito et al.,
2010; Lee et al., 2011; Toldi et al., 2011).

Lors d’une infection, il est possible de retroukesr différents types de réponse connue des Ly
T. Dans un modele murin, des clones de Ly T CD£ifigge deChlamydia trachomatisnt

une réponse de type Thl (Roan et al., 2006). Deanémréponse au virus de I'herpés HSV-
2, une réaction inflammatoire se fait a partir dgsThl. Les Th1l7 jouent un rble dans
limmunité vaginale car il a été montré gu’une tfen aC. albicans induisait une réponse
forte des Ly Th17 (Conti and Gaffen, 2010). Lesly 7 sont aussi produits dans les premiers
instants d’une infection par le VIH (Yue et al. 03).
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La présence de Ly Treg permet de limiter I'inflantima pour éviter d’'endommager les tissus
et de réguler la balance du trafic des cellulesotfices entre les sites d’induction et les sites
d’infection (Lund et al., 2008). Les Ly Treg ontitadle habituel, retrouvé dans d’autres tissus,
a savoir controler I'inflammation. Cependant, aveau du tractus geénital, ils ont un réle
primordial lors de la grossesse dans le développeetede la tolérance d'un fcetus semi-
allogénique. En effet, il a été montré que la catragion en Ly T reg CD4+ CD25+ augmente
localement et dans le sang dés les premiers temfasgiossesse (Somerset et al., 2004). Une
étude portant sur des femmes ayant subi des avemtenmspontanés a montré que la
concentration en Ly T CD4ACD25' était plus faible que chez les femmes ayant egrossesse
normale (Sasaki et al., 2004). Enfin, un microbiedginal sain est capable d’induire de la

tolérance (Nibali and Henderson, 2016).

1.2.3.2. La réponse humorale vaginale

La réponse humorale est caractérisée par la sgtianticorps qui se fixent sur les
pathogénes et inhibent le passage a travers |&pith. La fixation des anticorps sur les
pathogenes induit leur élimination par phagocytosédiée par les PNN ou les macrophages ou
par I'activation du systeme du complément. L'ung particularités de la réponse immunitaire
vaginale, est que la réponse humorale, contraireenenmuqueuses digestives et respiratoires
qui produisent de grandes quantités d’IgA sécréspiest induite par la sécrétion majoritaire
d’'IgG sécrétoires (Hickey et al., 2011). Au niveaginal la sécrétion d’IgG est deux a six fois
plus importante que la sécrétion d’'lgA (Kaushic &xina, 2007). Les IgG diffusent selon un
gradient d’oestradiol du sang vers les tissus peiis la lumiére du vagin. Leur diffusion est
passive de fagon paracellulaire ou médiée pardeptéur Fc néonatal (FcRn) (Knee et al.,
2005). Cette transcytose est bidirectionnel et déaete du pH (Lu et al., 2011). Le mécanisme
d’action précis des IgG sécrétés dans la lumieggnaée n’est pas tout a fait connu. Elles
travailleraient en tandem avec le mucus pour siacter a la surface des pathogenes. Elles
créeraient des ponts avec la mucine pour diffllgdement a travers le mucus et s’accumuler
(Wang et al., 2014). La sécrétion d'IgA du tissusvéa lumiere se fait quant a elle par
transcytose, dépendante du niveau dexpression daoepteur polymérique des
immunoglobulines (pIgR). Ce niveau varie en fontilw cycle menstruel (Sullivan and Wira,
1984).
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Figure 30. Constitution de la flore vaginale saine, a I'étatritermédiaire et de la flore
vaginale de femmes ayant une vaginose bactériennécthrée (D’aprés Shipitsyna et al.,
2013).



La physiologie du tractus vaginal est complexdiérente a la fois de la physiologie
du reste du tractus génital et de celle de l'iimest est donc intéressant de voir comment se
comporte le systtme immunitaire vaginal dans umgatsbn pathologique tres courante
caractérisée par une altération de la flore vagjralvaginose bactérienne. Une bactérie serait
cruciale dans la création d’un environnement pm@id’'apparition de cet étaBardnerella

vaginalis(G. vaginali9.

2. La vaginose bactérienne

La vaginose est l'infection génitale basse la ptaguente chez la femme en age de
procréer. Elle est considérée comme une dyshiosa fitere vaginale et est asymptomatique
dans 50 a 70 % des cas. L'étiologie est mal conmais mettrait en jeu de multiples facteurs.
Il existe au cours de cet état un déséquilibreadealance entre la quantité de lactobacilles
commensaux et la flore anaérobie. Plus précisénient,a une diminution accrue des
lactobacilles et 'augmentation d’'une flore anaéqgolymorphe dominée p&. vaginalis
Nous traiterons aussi du diagnostic, des symptérdes, complications, ainsi que des
traitements. Enfin dans une derniere partie notallons la réponse immunitaire associée a

la vaginose.

2.1. La vaginose bactérienne est une dysbiose fiiere vaginale

Lors d’'une vaginose bactérienne, la flore de laatidles producteurs d’#D, diminue
guantitativement et qualitativement pour laissacela une flore anaérobie tres diverse. Avant
d’avoir une vaginose déclarée, il apparait uneefide transition dominée parlle iners En
effet, L. iners est le seul lactobacille qui reste présent endgrajuantité (environ 40% de la
flore) lors du début de la vaginose et reste méétecthble lors d'une vaginose avérée (environ
6%) (Shipitsyna et al., 2013) (Figure 30). Le tpike cette souche puisse rester présente lors de
I'installation d’une vaginose est probablement dudait qu’elle n’est pas productrice ¢®b
et donc peu nocif pour les autres bactéries. Dg plast possible que certaines souches codant
pour des lysines formant des pores dans les celfyighéliales puissent favoriser les dysbioses
(Petrova et al., 2016). La présencd.dsmersdans une flore de transition est a différencier du
groupe Il définie par Ravat al (Cf 1.1.1. de ce chapitre), correspondant a urre flormale

dans plus de 40% de la population asiatique (FgyRdeet 25).1l est notable qué. vaginalis
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qui représente a I'état normal environ 7 % de daeflcommensale est présente a hauteur de
30% lors d’'une vaginose déclarée (Figure 30). lodsssance d&s. vaginalisdans la sphére
vaginale permet ensuite Rrevotella biviaet a Atopobium vaginaele se multiplier et de
représenter a elles trois, 50% de la flore vaginade techniques d’identification modernes ont
pu montrer qu’'une dizaine d’autres especes bant&ganaérobies présentes en trés faibles
quantités dans la flore normale (autour de 0,1%evoioins) se développent lors de cette
dysbiose : BVAB 1 et 2 (BV-associated bactedigptotrichia aminoniiMegasphearaype I,
Mobiluncus.... Du fait de la présence de ces espéeces bacaiésam tres faible quantités dans
la flore normale et non par des bactéries exogémeaginose n’est pas considérée comme une

infection classique. C’est pourquoi nous parleressentiellement de dysbiose de la flore.

La modification de la flore et le déséquilibre emgpe® s’explique par le déclin des lactobacilles
commensaux qui comme nous I'avons vu sont prodigi@acide lactique. La diminution de
I'acide lactique intra-vaginale entraine une augmigon du pH favorisant la croissance des

bactéries anaérobies citées précédemment.

2.2.G.vaginaliset son réle dans 'apparition de la vaginose baieténe

G. vaginalisa été découverte au début des années 1950, cepsadaaractérisation a
été longue. Considérée des sa découverte en 19 eane espece de typemophilus
(H.), elle a porté le nom de. vaginalisa partir de 1955, lorsqué&ardner découvrit son role
dans la vaginose (Gardner and Dukes, 1955; Leop®EB). Elle a ensuite été temporairement
classée dans l€3orynebacteriumC’est en 1980 que Greenwood et Pickett ont reugagq’il
manquait a cette bactérie plusieurs criteres appant a ce genre et proposa de hommer un
nouveau genr&ardnerellaen référence a I'auteur initial, Gardner d@ntvaginalisserait la

seule représentante (Greenwood and Pickett, 1980).

Il était alors mention de théorie mono-microbiemieela vaginose aveB. vaginaliscomme
agent responsable de la vaginose. Les nouvellbésitpes d’identification moléculaire ont
permis d’identifier un grand nombre de bactériggsentes lors d’une vaginose. Ceci a permis
de développer la théorie poly-microbienne a paks années 80. Dans cette théorie acceptée
durant 20 ang;. vaginalisagit en synergie avec les autres bactéries ana&srpbur induire la
vaginose (Josey and Schwebke, 2008). Néanmoingjeragres années, il y a eu un regain
d’intérét pour I'importance d&. vaginalisdans la physiopathologie de la vaginose du fait de
I'existence de facteurs virulence caractéristicetede la démonstration de son implication dans

la persistance de cette dysbiose, du fait de derprépondérant dans la formation d’un biofilm
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vaginal (Swidsinski et al., 2008). Avant de déceyptes facteurs de virulence, la bactériologie
complexe dé5. vaginalissera expliqguée dans le sous-paragraphe suivant.

2.2.1. Mécanismes bactériologiqueSiievaginalis

Apres de multiples études et débats concernasirseture, c’est Sadhet al en 1989
qui détermina qué&. vaginalisa une organisation de type Grpositif, mais que sa membrane
inhabituellement fine a souvent induit en erregrriésultats des colorations de Gram qui sont
négatives ou variables. De plus, elle ne contiastgde LPS sur sa membrane (sadhu K, 1989).
La paroi trés fine présente une structure fibridat présente des particules non identifiées mais
similaires a ce qui a pu étre observé sur des testé gram positif commBacillus subtilis.
Ces structures sont observées €urvaginalis cultivée en biofilm mais pas sous forme
planctonique (Muli, 1999). De plus, cette structtibeillaire favorise son attachement aux
cellules épithéliales, d’ou la formation de CludiscéScott et al., 1989). Les Clue-cells sont des
cellules épithéliales recouvertes de bactériesrabas donts. vaginalis La variation de son
génome est trés importante selon les souches étudhigis d’aprés Yeoma al, G. vaginalis
serait proche du geniifidobacterium et plus précisément des espeBesoryneformest B.
minimum (Yeoman et al., 2010). Elle présente la caracigust d’encoder des toxines
bactéricides et de sécréter des enzymes dégradamidine, qui avec sa capacité a former des
biofilms forment trois facteurs de virulence. Ceghemt, il est possible de retrouver différentes
formes deG. vaginalis,plus ou moins pathogénes en fonction de I'expresdeces facteurs
de virulence. Des études du génome d’'une souchevpechez une femme saine, indique
gu’elle est moins cytotoxique qu’une souche préestgez une femme ayant une vaginose alors
gue leur code génétique pour la cytotoxine en guestest différent que d’'un acide aminé
(Harwich et al., 2010).

2.2.2. Facteurs de virulence @evaginaliset role dans I'étiologie de la

vaginose bactérienne

Il a été démontré que certaines souchds.deginalisprésentes vaginalement ont trois
facteurs de virulence qui pourrait expliquer leer@t la persistance d8. vaginalisdans

I'étiologie de la VB.
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- G. vaginalisa la capacité a adhérer aux cellules épithélisgsales contrairement a d’autres
bactéries anaérobies commevaginaeou encord?. bivia(Gilbert et al., 2013; Patterson et al.,
2010). D’apres Yeomaet al, cette adhésion semble étre le facteur de virel@mimcipal. En
effet, les souches d8. vaginalisanalysées n’ayant pas cette capacité n’induisgiastde

symptoémes.

- G. vaginaliforme un biofilm épais et tres résistant (Pattertai., 2010). Cette conformation
en biofilm lui permet de résister a la fois a dede concentrations d4@; et d’acide lactique,
ce qui peut expliquer sa présence de facon commépaterson et al., 2007). Ce biofilm
permet aussi de résistarvivoa des traitements répétés d’antibiotiques (Swidtsatsal., 2008,
2013). Ceci lui confére un rdle primordial dansriésurrences de la dysbiose. Enfin, le biofilm
formé integre en son sein d’autres bactéries pathexyanaérobies comme vaginaeet la
présence de ces autres bactéries augmente laacrogsde ce biofilm (Swidsinski et al., 2005).
G. vaginalisest la bactérie prédominante dans ces biofiimsalué®s bactéries ne seraient pas
capable de produire de biofiims par elles-mémesg#let al., 2014). Les souches les plus
pathogenes dé&. vaginaliscodent pour des protéines associées aux biofillA®BHarwich

et al., 2010). Ceci indique que sa capacité a fodas biofilms confere &. vaginalisun réle

prépondérant dans la pathogénicité de la vaginasigtienne

- G. vaginalisest la seule souche parmi les huit souches égjdiéatA. vaginaeet P. bivia,
dans I'étude de Patterson en 2010 qui montre @ ejtotoxique sur les épithéliales avec une
lyse completeén vitro de la monocouche en 4 heures. Les autres bacétuidiges, associees a
la VB, ne produisent pas de cytolysine. L'actiototgxique serait essentiellement due a la
sécrétion de vaginolysine capable de créer des plares la membrane des cellules épithéliales

conduisant a la mort cellulaire (Patterson et24l1,0).

Ces trois caractéristiques permettent doBc zaginalisd’adhérer aux cellules épithéliales sans
étre dégradée par I'environnement, de former urfillmola protégeant des traitements
antibiotiques et d’attaquer la membrane épithéNalginale en sécrétant la vaginolysine. Ces
trois facteurs faisant d8. vaginalisun candidat privilégié dans I'étude de la compréimm

de I'étiologie de la vaginose (Schwebke et al. Z0De plus, certaines souchesGlevaginalis
semblant plus pathogénes que d'autres codent psuprdtéines Rib qui permettent d'éviter
chez d’'autres pathogénes (streptocoques) une réplnsystéme immunitaire en altérant les
antigénes de surface (Harwich et al., 2010; Yeoetah, 2010). Ces modeles d'évitement n‘ont

pas été demontrés en étudi@ntvaginalis mais classiquement dans d'autres modéles. Bn effe
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les protéines Rib sont connues pour se trouversarface des streptocoques du groupe B au
niveau vaginal, ce qui leur conférent cet effettgeteur contre les réponses immunitaires
(Stdlhammar-Carlemalm et al., 1993). Par exempla,été montré une association entre la
présence de protéines Rib sur ces bactériesabla toncentration d'lgG dosée dans le sérum

maternel (Larsson et al., 2006).

2.3. Les réactions immunitaires associées a tanese bactérienne

Le déséquilibre de la flore et la croissance debaetéries anaérobies a un impact sur
le systeme immunitaire vaginal. Il y a peu d’étudasse sont intéressées aux caractéristiques
de la réponse immunitaire induite lors de la vagind.a plupart des équipes que nous allons
mentionner s’étant intéressées a 'immunité demarfie en réponse a une vaginose, ont prélevé
du liquide cervico-vaginah vivo, et I'ont mis en contact de lignées cellulairesitro ou ont
dosé les cytokines présentes dans ce liquide.isteexine certaine hétérogénéité dans les
résultats exprimeés du fait de la diversité du niiate des hotes ainsi que de la différence dans
le design des études sur le sujet (Mitchell andrd#ano, 2014). Par exemple, des cytokines ont
pu étre dosées dans certaines études mais pasd@atses. C’'est ce a quoi nous nous
intéresserons dans un premier paragraphe. Danscond temps seront présentées quelques

études ayant étudiés I'effet spécifique d’'une béetEssociée a la vaginose bactérienne.

2.3.1. Activation du systéme immunitaire palideide cervico-vaginal
2.3.1.1. Détection par les PRR et réponse ayitpke

La réponse immunitaire innée débute par la détedlies antigénes par les cellules
épithéliales et d’autres cellules de 'immunitééerprésentes dans I'épithélium grace aux PRR
dont elles sont équipées. Les PPR étudiés darsscgoat les TLR, essentiellement les TLR 2
et 4. Deux études de 2005 et 2008 ont montré, igdevyement de liquide cervico-vaginal de
femmes ayant une vaginose linduction d’'une suresgipn de TLR 2 dans une lignée
monocytaire, les THP-1, et dans des PBMC par ra@poliquide cervico-vaginal de femmes
saines (Mares et al., 2008; Zariffard et al., 200%3) surexpression de TLR2 permettrait de
stimuler le NFkB de maniére IL-8-dépendante. Ces deux étudesmigas d’accord au sujet
de I'induction d’'une surexpression de TLR 4 surmmé&snes cellules, avec pour Zariffatdal.
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une surexpression TNédépendante mais pas de surexpression pour MaagsDans I'étude

de Zariffardet al, les auteurs se sont aussi intéressés a desdigeéelaires épithéliales de
'endometre HEC-1A et HEC-1B. Il n’y aurait pas dgmentation de leur expression en
présence de liquide cervico-vaginal de femmes ayaatvaginose. La différence de résultats
entre ces deux études faites par le méme labaatoiurrait s’expliquer par I'origine des
femmes ayant bénéficié des prélévements vaginaueffet, la premiére étude a été effectuée
chez des femmes américaines et la seconde chéendeges brésiliennes. Or, il a été montré
gue la différence d’origine joue un role sur la gasition de la flore vaginale normale. La
stimulation des TLR par des bactéries qui la corapbgeut alors étre différente, ce qui pourrait
expliquer les résultats divergents obtenus pamaesurs (Mares et al., 2008; Zariffard et al.,
2005). Ces deux etudes ont donc été menées sstireations de cellulasa vitro. Concernant

la réponse immunitaire apportée par les cellul@h@pales, il a été démontré une association
entre I'expression vaginale de SLP1 avec la préselecmicro-organismes caractéristiques
d’'une vaginose (Nasioudis et al., 2015). De plespression dg-défensine 2 est associée a
colonisation de I'épithélium vaginal phariners, A. vaginae, P. bivietL. jenseniimais pass.
vaginalis(Doerflinger et al., 2014; Valore et al., 2006). d@sage de cytokines directement a
partir de prélevements cervico-vaginaux indique lqugécrétion d’lIL-8 n’est pas ou trés peu
augmentée chez les femmes ayant une vaginosegmortaux femmes n’en ayant pas, bien
gue ce résultat ne fasse pas l'objet d'un conse(Basso et al., 2005; Cauci et al., 2003;
Fichorova et al., 2013). L'absence de PNN chedupat des femmes avec une vaginose est
probablement due au manque d’induction de la déoréd’IL-8. En effet, la faible
concentration d’IL-8 induit un défaut de la défeimsenunitaire locale, car elle ne permet pas
le recrutement des PNN, ce qui est une des casdijges de la vaginose qui est peu
inflammatoire. A l'inverse, il y a un consensus Baugmentation de la sécrétion d’lle et
d’IL-1p lors d’'une vaginose (Anton et al., 2008; Cau@let2003; Donders et al., 2000; Platz-
Christensen et al., 1993; Sturm-Ramirez et al.0200ette sécrétion d’ILfllest corrélée a la
présence des enzymes hydrolytiques sialidaseslélgses. De plus ces enzymes sécrétées par
les bactéries associées a la vaginose sont négaiiteorrelées au ratio IL-8/ILB1Une étude
clinique récente a confirmé cela, en montrant guigliide cervico-vaginal de femmes ayant
une vaginose contient une concentration supéri@eidL-1p mais pas de I'lL-6 ni de I'lL-8
compareé au liquide cervico-vaginal de femmes n’apas d’infections (Marconi et al., 2014).
En revanche, une infection @hlamydia trachomatisassociée a la vaginose induit une
augmentation de sécrétion de I'll3;dmais aussi de I'lL-6 et de I'lL-8. Enfin, il aéémontré

gue la vaginose induisait une diminution des k§ T (GD1), présents essentiellement dans les
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tissus suivi d'une augmentation des GD2, présessmndiellement dans le sang. Les GD1 étant
intra-épithéliaux, contribuent aux premiéres étagesla réponse immunitaire lors d'une
infection. L’augmentation des GD2 exprimant CCR®rEepteur du VIH) de facon plus
importante que les GD1, pourrait conduire a unuesaccru d’infection par le VIH (Alcaide et
al., 2016; Strbo et al., 2016). Comme nous le verrCf 2.6.3.) la vaginose est un facteur
augmentant le risque d’infection par le VIH. C’'esurquoi, il est important de détecter et de

soigner correctement cette pathologie.

2.3.1.2. Réponse apportée par les cellulesriiepes

Pour notre travail il est important d’analyserqeeil se passe au niveau de la réponse
apportée par les DC. Cependant, une seule étutequorle sujet (St. John et al., 2007). lls ont
étudié I'effet du liquide cervico-vaginal de femnag&nt une vaginose déclarée et de femmes
saines, sur des moDC, en analysant les sécrétigiskimiques et la prolifération
lymphocytaire. Le liquide cervico-vaginal de femnagant une vaginose induit 'augmentation
de l'expression de CD83, CD40 et HLA-DR qui sont dearqueurs de maturation et
d’activation des DC. Le taux d’expression des maugs CD83 et CD40 apres mise en contact
des moDC avec du liquide cervico-vaginal de femsa@ses atteint 25% de I'expression de ces
marqueurs induite par 1pug/mL de LPS. En revaneh@aux d’expression des marqueurs CD83
et CD40 apres mise en contact des moDC avec dddigervico-vaginal de femmes ayant une
vaginose atteint 50% de l'expression de ces marquewluite par 1ug/mL de LPS. La
maturation des moDC a donc doublé, c’est pourgesiduteurs concluent que le liquide
cervico-vaginal induit une maturation de ces celulNous parlerons plutét ici de semi-
maturation. De plus, a cette semi-maturation, si@aine augmentation significative de la
concentration des trois cytokines dosées (IL-12pdd,2p70 et IL-23), présentes dans le
surnageant de culture des moDC au contact de &quedvico-vaginal de femmes ayant une
vaginose. Les auteurs concluent donc a un effetnmhatoire du liquide cervico-vaginal des
femmes ayant une vaginose. Les cytokines sécrétdescette étude sont pro-inflammatoires,
pro-Thl et pro-Th17. Cependant, il aurait pu éttéressant, dans le but d’étudier la balance
IL-10/IL-12 et juger d’un effet inflammatoire ou nale doser des cytokines comme I'lL-10 et

le TGF{3, qui sont deux cytokines anti-inflammatoires.

97






2.3.1.3. Réponse apportée par les lymphocytes

St Johret al., ont étudié la prolifération lymphocytaire induftar le liquide cervico-
vaginal grace a un modele de MLR (Réaction Leu@ytMixte) allogénique. Les PBMC
stimulées sont déplétées en cellules adhérentesogwtes). Dans ce modele, le liquide
cervico-vaginal de femmes ayant une vaginose inthat prolifération des PBMC accrue par
rapport au liquide cervico-vaginal de femmes saihesliquide cervico-vaginal de femmes
saines induit une prolifération des Ly T CD4 et tgsl CD8 de 9 % pour ces deux types de
cellules alors que cette prolifération atteint 42864 % respectivement au contact de moDC
ayant maturé en présence de liquide cervico-vagmémmes ayant une vaginose (St. John et
al., 2007).

Une seconde équipe s’est intéressée a la distibdis populations de lymphocytegvivo
chez des femmes étant séropositives pour le Viid auesans vaginose. lls ont conclu de leurs
préléevements que les femmes séropositives ayamtagirose de fagcon concomitante ont un
compte de Ly T CD4 et CD8 augmenté avec un ratid/CD8 qui est cependant diminué ainsi
gu’une proportion moindre de Ly Treg par rapport &y T totaux, en comparaison avec les
femmes séropositives sans vaginose (Schellenbaig 2012). La vaginose a donc un effet sur
la distribution des Ly T. Cette étude ne fait pasntion des autres sous-populations
lymphocytaire T. C’est le cas d’'une derniére étgdetraite de la sécrétion d’IL-17 dans le
tractus génital de femmes n’ayant pas le VIH Idnsfections vaginales. Les prélevements de
liquide cervico-vaginal de femmes ayant une vaginus présentent pas d’augmentation de la
concentration d’'ll-17 en leur sein par rapport & filgnmes non infectées (Masson et al., 2015).

Il'y a donc un effet de la vaginose sur la répans®unitaire avec, la sécrétion de
cytokines, I'activation et la modulation du systémenunitaire adaptatif. D’autres laboratoires
se sont intéressés aux bactéries présentes enatordbd’'une vaginose comn@ vaginalis,

A. vaginagP. biviaet M. hominis(Mycoplasma hominjsqui sont les principaux constituants
du biofilm formé (Swidsinski et al., 2005). Ces d#a permettent de comprendre I'effet
individuel de ces bactéries principalement ren@&a#rors d’'une vaginose bactérienne sur la

réponse immunitaire.
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2.3.2. Réponse spécifique de certaines bactésssciees a la vaginose
2.3.2.1Gardnerella vaginalis

G. vaginalisetant la bactérie principalement impliquée damsite en place d’une flore
anormale lors d’'une vaginose, il est intéressaamalyser les effets que peut avoir cette bactérie
sur le systéme immunitaire. Bien qu’elle soit pridiale dans la mise en place d’une flore
anaérobie, il y encore trés peu d’études sur larmgp immunitaire induite par cette bactérie.
Dans une lignée monocytaire THPA., vaginalismontre une augmentation de la sécrétion de
TNF-0, une Iégére augmentation de I'expression de TleR uhe tres Iégére augmentation de
I'expression de TLR 2 (Zariffard et al., 2005). Bame autre étude plus récenté€waginalis
est mise vivante au contact d’une lignée monoaytaiiP-1 pendant 24 heures a une MOI de
5-10, il a été montré qu’elle induit I'expressioa tinflammasome NLRP3 et augmente la
sécrétion d’'IL-B et d'IL-8 (Vick et al., 2014). A l'inverse, dansi@ étude menée par Liblky
al, sur une lignée de cellules épithéliales vaginll€8, G. vaginalisinactivéen’a pas d’effet
sur la sécrétion d’IL-8 et induit une Iégere expias d’IL-6 (quatre fois inférieure a celleAd’
vaginag (Libby et al., 2008).

2.3.2.2 Atopobium vaginae

A. vaginaea été étudié dans difféerents modélewitro et mis au contact de cellules
épithéliales vaginales VK2 ou V19 (Doerflinger &t 2014; Fichorova et al., 2013; Libby et
al., 2008) A. vaginaeest capable d’augmenter I'expression de certainegéessentiellement
des facteurs de transcription et des cytokinesirgfammatoires. En effetA. vaginaeau
contact de cellules épithéliales augmente I'exjpoess’'IRF1, d'IRAK2, du NF«B, et la
sécrétion de plusieurs cytokines dont I'lL-6, I'8,4es TNFe et I'IL-1p. De plus, cette bactérie
stimule la sécrétion de CCL20, qui est chimio-ataate pour les Ly T et les DC, ¢e
défensine 2, de MUCL1 (Mucine 1) et de RANTES. Déaplibbyet al, la sécrétion d’IL-8 est
meédiée par le TLR2.
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2.3.2.3.Prevotella bivia

Doerflinger, dans une méme étude, a analysé atlgdarl’effet d’A. vaginaeet deP.
bivia. Cette bactérie semble moins virulente et moirtequene que la précédente. En effet,
dans cette étude la sécrétionfddéfensine est la seule augmentation significativeervée
avecP. bivia bien gu’elle soit capable, tout commevaginaele coloniser I'épithélium vaginal
plus rapidement que des souches de lactobacileefait. queP. biviacontienne beaucoup de
LPS a sa surface aurait pu faire penser a un gfteinflammatoire de plus grande ampleur
(Aroutcheva et al., 2008).

2.3.2.4Mycoplasma hominis

M. hominisest souvent associée agcvaginalidors d’une vaginose (Cox et al., 2016).
Dans une étude citée precédemment I'effélldbominissur la lignée THP-1 et sur des PBMC
a été étudié (Zariffard et al., 2005). Cette baetéduit une sécrétion de TNEpar les THP-
1 et les PBMC, mais ne modifie pas ou tres peplession des TLR2 et 4 sur ces cellules. La
présence de mycoplasme lors d’une vaginose induwitjinentation d’IL-6 et d’IL-8 dans le

liquide cervico-vaginal (Ryckman et al., 2008).

Nous avons vu que ces bactéries pathogénes sepgeet lors d’'un déclin des lactobacilles.
Il existe certains facteurs de risque pouvant exieli cette diminution des lactobacilles.

2.4. Les facteurs de risque de la vaginose bexige
2.4.1. Les relations sexuelles

Les éléments obtenus apres de multiples étudssmigoas concordants sur le fait que
la vaginose soit considérée comme une IST (InfecBexuellement Transmissible). D’apres
une méta-analyse datant de 2008, le fait d’avoindkiples partenaires sexuels homme ou un
nouveau partenaire augmente de 1,6 fois le ristawdid une vaginose (Fethers et al., 2008).
De plus, toujours d’'apres cette méta-analyse, aelaion sexuelle homosexuelle augmente le
risque de déclarer une vaginose par 2. Ce qui flodeux arguments en faveur de I'IST.
Cependant, I'absence du port du préservatif n'ast gorrélée avec une augmentation des

vaginoses chez les femmes. Dans six études agidtétlezs hommes contre la vaginose de leur
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partenaire, cinq n’ont pas réduit le nombre denétices de vaginoses. |l semblerait donc que
le fait de déclarer une vaginose aprés une relati@gs un partenaire masculin ne soit pas da a
la transmission d’agents pathogénes, ne faisardg&svaginose une IST. Les avis favorables
ou non favorables a I'lIST divergent donc. Cependantoit en lui-méme peut-étre un facteur
de risque de la vaginose. Le coit, par son actiécamique et la dégradation de la flore qui s’en
suit apparait comme un potentiel perturbateur@guilibre vaginal. Une autre théorie propose
gue le sperme étant alcalin, il puisse induireaungmentation rapide du pH et perturber la flore
commensale. Le temps de présence au niveau vagaat court, cette théorie suppose la
présence d'autres facteurs (Leppaluoto, 2011).nEnfi existe une haute prévalence de
vaginoses chez de jeunes adolescentes viergesuamdigu’une relation sexuelle a la fois
homme-femme et femme-femme peut étre un facteuisdee pour déclencher une vaginose

mais pas l'unique facteur.

2.4.2. Le mode de vie

Comme mentionné auparavant, des bactéries assaci@evaginose sont présentes a
I'état normal et n’induisent pas de vaginose. Geetfemmes resteront asymptomatiques et
d’autres déclencheront une vaginose. Il est doabagiie qu’il y ait une étiologie associée au
mode de vie de I'héte. La douche vaginale, pratjglus ou moins courante dans certains pays,
est un facteur de risques dans de multiples imfestvaginales, y compris le virus du SIDA
(Syndrome d’immunodéficience acquise). Une étuassgective a montré qu’un lavage par
une douche vaginale est associé a une augmengasiodeux du risque de développer une
vaginose et que cette augmentation est indépendéieres cofacteurs (Ness et al., 2002;
Hawes et al., 1996). La sécrétion d’hormone egfaantation du niveau d’'cestradiol dérégle a
la fois les cellules épithéliales, la flore comnedaset le systeme immunitaire. Le cycle
menstruel joue donc un réle dans la vaginose (Taétbinson, 2008). Une étude suédoise a
démontré que le fait d’étre fumeuse est un factlurisque de développer une vaginose
(Brotman et al., 2014, Hellberg et al., 2000). BEnfiutilisation d’antibiotiques en raison d’'une
autre infection bactérienne, pas obligatoiremeginale, peut induire une perte qualitative et

guantitative des bactéries de la flore commensale.
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Tableau 5.Représentation du calcul du score de Nugent apredgervation microscopique
du prélévement vaginal

Morphotypes Quantité / Champ Score < 3 : flore normale
(immersion objectif 100) >30 6a30 135 <1 0
Morphotypes lactobacilles (L) 0 1 2 3 4 Score 4-6 : flore intermédiaire
Morphotype anaérobies et Gardnerella (G) 4 3 2 1 0
Morphatypes mobilincus (M) 3 2 1 1 0 Score 2 7 : vaginose bactérienne




2.5. Symptomes et diagnostic de la vaginose

Environ 50 % des cas de vaginose sont asymptonestid.es autres 50 % présentent
un ensemble de signes évocateurs, dont la casijéd est d'étre globalement peu
inflammatoire. Le score clinique d’Amsel est uslisliniquement pour identifier ces critéres.

lls sont au nombre de quatre (Amsel et al., 1983) :
- Des leucorrhées blanchatres, épaisses adhé@antuigueuse vaginale

- Une odeur caractéristique d’amine, dite de isgmm pourri » (traduction de I'anglais
“smelly fish”) qui est soit spontanée soit qui adaapres ajout de KOH 10% (Hydroxyde de

Potassium) aux sécrétions vaginales

Ces deux premiers criteres sont observés parienpaet confirmés par le médecin. Les deux

critéres suivants nécessitent un examen.
- Un pH supérieur a 4,5, caractéristique d’'uneeflpauvre en lactobacilles

- La présence de Clue-cells a 'examen microsami®@el exemple de la capacité de

G. vaginalisa adhérer aux cellules épithéliales vaginales

La vaginose peut aussi étre déterminée par un deéeamicroscopique de trois morphotypes
bactériens présents au sein de la flore vagiratelactobacilles, lellobilincuset les bactéries
anaéerobies donG. vaginalis (Tableau 5). Cet analyse microscopique apres \@eient
gynécologique est appelé score de Nugent et peatendéterminer si la flore est normale, si
elle est caractéristique d’une flore intermédiaited’'une vaginose (Nugent et al., 1991). Un
score de 1 a 3 correspond a une flore normale,caresde 4 a 6 correspond a une flore

intermédiaire, et un score de 7 a 10 correspanteavaginose.

Il existe d’'autres tests qui ont été mis au poins @u moins récemment dans le but de rendre
un diagnostic plus précis que ces deux scores #isanot des technigues de biologie
moléculaire. Ces tests sont basés sur I'identifioaticrobienne dé&.vaginalis(Affirm VP
microbial identification test), sur la présencend'gme spécifique de la vaginose (BVBIlue test),
ou encore sur la détection d’ADN spécifique @evaginalispar RT-PCR (Bradshaw et al.,
2005; Briselden and Hillier, 1994; Cartwright et, @012; Hilbert et al., 2016; Menard et al.,
2008; Myziuk et al., 2003; Sumeksri et al., 200Bus récemment une équipe portugaise

proposait d'utiliser la technique de PNA-FISH (Reéptnucleic acid fluorescenda situ
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hybridization) dans le but de marquer des lactdlescet G. vaginalissur des lames de
micrscopie permettant par la suite d’obtenir unreadbe nugent (Machado et al., 2015). Le
PNA-FISH ayant une sensibilité de 84.6% et uneifipi€ de 97.6% alors que le score de
nugent traditionnel apres une coloration de Grandea scores de 64.3% et 92.6%
respectivement. Toujours en 2015, une équipe awrédultiplex PCR (M-PCR) pour screener
simultanément treize bactéries associées a la osgipactérienne (Malaguti et al., 2015).

Bien que certaines femmes puissent ressentir gggdéyéne essentiellement due a I'odeur
d’amine, la grande majorité ne ressentira pas dhfart. En cela, cette pathologie est atypique
et différente d’une infection classique car ellduit peu d’'inflammation et de prurit. Bien qu’il
existe toujours un débat, certains auteurs préfgrarier de dysbiose que d'infections. La
vaginose bactérienne est généralement opposéegitate (infection vaginale @. albican$

qui est au contraire trés fortement inflammatotrge induit de fortes démangeaisons.

2.6. Complications de la vaginose bactérienne

Outre 'odeur caractéristique citée precédemnmopriten cas de récidives peut devenir
trés dérangeante, les complications de la vagismsed’ordres obstétricales mais résident aussi

dans le risque de développer des infections sexuelit transmissibles comme le VIH.

2.6.1. Le risque d’accouchement prématuré

L’accouchement prématuré qui a lieu apréslé Gois de grossesse est a distinguer
des fausses couches tardives qui arrivent enfiia Bu premier trimestre et le début dti"®
mois de gestation et des fausses couches précocssrgiennent durant le premier trimestre.
De tres nombreux groupes de recherches ont étedién entre une dégradation de la flore
commensale, l'apparition d’'une flore intermédiaioe d’'une vaginose déclarée et les
accouchements prématurés. Une méta-analyse d&&@0¥ a repris une trentaine d’études
comprenant plus de 30.000 patientes portant ssuje¢(Leitich and Kiss, 2007). Il a été conclu
gue la vaginose augmente d’un facteur deux le eistaccouchement prématuré et d’'un facteur
6 le risque de fausses couches tardives. De pesiblerait qu’'une vaginose non déclarée avec
présence d’'une flore intermédiaire ne contenant gedactobacilles entraine aussi une
augmentation du risque d’accouchement prématuré @aal., 2015). Il semblerait donc
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important d’analyser I'état de la flore par deshtéques rapides citées précédemment, deés le

premier trimestre d’'une grossesse.

2.6.2. Le risque de maladie inflammatoire pelae

Les maladies inflammatoires pelviennes (salpisyjiont des infections du tractus
génital haut, pouvant se localiser dans l'utéruscanfection au niveau de 'endometre, dans
les trompes de Fallope ou le péritoine pelvien.daraplications de ce type d’'infection peuvent
étre importantes, comme un risque d’infertilité risgue de grossesse ectopique, douleur dans
le bas ventre lors de rapports sexuels et la foomat’'un abceés sur I'utérus (McCormack,
1994). La plupart du temps, la maladie inflammatqielvienne est associée a une IST. a
trachomatisou aN. gonorrhoea®u a une infection vaginale& vaginalis, Prevotella spp, M.
hominis,ouencore &. coli. Ces bactéries présentes au niveau vaginal remtaites le tractus
geénital et infectent la partie supérieure de ceitisa La vaginose étant un facteur de risque pour
développer des IST, il a été démontré qu’elle asliesn avec 'augmentation de ce type de
complications (Sweet, 1995, 2011).

L’endométriose est aussi une des complications itaptes de la vaginose, caractérisée par un
changement dystrophique de la muqueuse utérinerguaggneé de signes de lymphopénie du

tissu et d’'une augmentation de I'apoptose de h&hiim utérin (Kovalenko et al., 2008).

2.6.3. Le risque d'’infection par le virus du 3D

La vaginose est souvent associée au risque d’augtian des IST &. trachomatiou

a N. gonorrhoeaanais aussi au virus de I'herpés (Balkus et al. 42@herpes et al., 2003;
Gallo et al., 2012; Nagot et al., 2007; Wiesenfetdal., 2003). Dans un méme temps, de
nombreuses études se sont intéressées au liereevaginose et I'infection par le VIH (Cohen
et al., 1995, 2012; Francis et al., 2015; Roycal.et1999; Sewankambo et al., 1997; Taha et
al., 1998). Une étude clinique menée au Kenya 800 4emmes travailleuses du sexe a pu
montrer une association significative entre l'iifec par le VIH, la vaginose et le manque de
lactobacilles (Martin et al., 1999; Taha et al.98p Il a été montré qu’avoir une vaginose
augmentait de cinq fois la probabilité d’exprimé&RN du virus HIV-1 dans le liquide cervico
vaginal (Cu-Uvin et al., 2001; Sha et al., 2005 uk études ont montré que le risque d’acquérir
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le VIH est 1,6 a 2 fois supérieur lorsqu’il y a geéce d’'une vaginose (Atashili et al., 2008;
Myer et al., 2005). De plus, la concentration@levaginaliset d’A. vaginaedans le liquide
cervico-vaginal de femmes ayant le VIH était supéne a la concentration de ces bactéries
chez des femmes ne I'ayant pas (Redelinghuys,&Cl7). Enfin, la vaginose a été associée a
une plus grande fréquence de femmes VIH-positiveplas afro-américaines (Chehoud et al.,
2017). Il est donc d’'une grande importance de détet de traiter la vaginose en Afrique dans

le but de diminuer les facteurs de risques du VdHsddes contrées ou il fait des ravages.

La disparition des lactobacilles producteurs d'adattique au sein de la flore vaginale pourrait
en partie expliquer 'augmentation du virus dan$idaide cervico vaginal. En effet, I'acide
lactique a un effet virucide sur le VIH alors qee AGCC produits par la flore anaérobie n’ont
pas cet effetn vitro (Aldunate et al., 2013). De plus, des étutesitro montrent queG.
vaginaliset d’autres bactéries associées a la vaginoseepeaugmenter I'expression de VIH
dans une lignée cellulaire de monocytes conterentHiV-1 latent (Al-Harthi et al., 1999;
Olinger et al., 1999).

2.7. Traitement de la vaginose bactérienne

Le premier traitement a étre efficace, découvensdes années 1970, fut un traitement
oral par 500 mg de métronidazole pendant 7 jounsitér et al., 1978). La métronidazole peut
maintenant s’utiliser en creme par voie vaginaledaat 7 jours également. Dix ans plus tard,
la clindamycine, avec deux prises orales de 30(angour pendant 7 jours, a prouvé a son
tour son efficacité dans le traitement de la vaggn@Greaves et al., 1988). De nos jours, la
clindamycine est majoritairement utilisée en crgraevoie vaginale. Ces deux antibiotiques
constituent le traitement de référence de la vagirfdVorkowski et al., 2006). lls induisent une
guérison d’environ 80 % des femmes qui I'utiliseb¢pendant, le suivi de ces femmes sur une
année montre une récurrence de la vaginose enee@D% des cas. De plus, 60 a 80 % des
femmes présentent une flore intermédiaire de laneag (Bradshaw et al., 2006). L'une des
raisons de ces récidives étant la résistance,udegpl plus démontrée des bactéries associées a
la vaginose aux antibiotiques. Des études récentasrent queG. vaginalispeut devenir
résistante au metronidazole suite au traitemessitjae de la vaginose tout comievaginae
(De Backer et al., 2006; Ferris et al., 2004; Taadust al., 2011). De plus, plusieurs traitements

a la clindamycine peuvent rapidement induire uséstaénce bactérienne de la flore anaérobie
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et principalement des sous-populationsPdevotella(Austin et al., 2005). Bostwickt al en
février 2016 ont étudié la proportion de geneséséstance microbiens contre toutes classes de
traitement antibiotique dans la communauté micruigede femmes. Ils ont pu montrer une
augmentation de la fréequence des genes de résmstanclincosamides (clindamycine) qui
passe de 12,3% chez des femmes saines a 58,9%debefemmes ayant une vaginose
(Bostwick et al., 2016). Une autre explication e cécurrences est la formation d’un biofilm
épais et tres résistant avec prédominancé.deaginalis(Patterson et al., 2010). Sous cette
forme, les bactéries sont protégées de l'action’aibiotique. A la fin du traitement
antibiotique il y a donc une persistance de l'alti®n de la flore vaginale. La dysbiose peut
donc perdurer et les bactéries anaérobies se ¢hpezla I'intérieur du biofilm et entrainer les
récidives de vaginose. Dans le but de lutter cdetl@ofilm formé paiG. vaginalis Hymeset

al en 2011 propose d'utiliser de la DNAse (Hymeslet2®13). Le biofilm est formé d’'une
matrice extracellulaire contenant de ’ADN qui &st essentiel pour son intégrité. L'action de
la DNAse permettrait de dégrader ’ADN du biofil&insi, les bactéries se retrouveraient sous

forme isolées, potentialisant I'action du métroaiglain vitro.

C’est pourquoi, depuis plusieurs années est étagliét de probiotiques en tant que traitement
de la vaginose ou en tant que complément poseéinaint antibiotique. L'ajout de probiotiques
(essentiellement des lactobacilles) intra-vaginguoyirrait induire une diminution du pH
vaginal, permettant de créer un microenvironnenferdrable a la colonisation du vagin par
les lactobacilles commensaux et a la diminutiohm&ro-organismes pathogenes. De plus la
présence de ces probiotiques pourrait avoir urt bEeéfique sur le systeme immunitaire pour
lutter contre la flore anaérobie. L'utilisation geobiotiques dans cette indication a donc fait
I'objet de nombreuses études a la fois cliniquer pdaserver leur efficacité, @t vitro dans le

but de comprendre les mécanismes d’actions imgiqué

2.8. Vaginose bactérienne et traitement probiggiq

La question concernant la nécessité de I'appogrdbiotiques dans la prévention de
récidives d’infections vaginales date de plus dar) En effet, en 1990, la question a été posée
par Reidet al : y a-t-il un réle possible des lactobacilles slEnprévention contre les maladies
infectieuses vaginales (Reid et al., 1990). A Igy®, il a été conclu qu’un plus grand nombre

d’études cliniques oin vitro devaient étre effectués. Depuis, il y a eu une aungation du
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nombre d’études a la fois cliniquesietvitro a travers le monde. Les étudesvitro ont pu
démontrer un effet inhibiteur de plusieurs soucheda croissance d&. vaginalis Leurs effets
étant essentiellement dus a des mécanismes b#mgéyices, c’'est a dire a leur capacité a
sécréter de I'acide lactique, de 4B et des bactériocines (Falagas et al., 2007). Eallgke de
nombreuses études cliniques ont été réalisées ldabst d’'analyser les effet® vivo de
probiotiques en traitement, de la vaginose et éwgmtion secondaire, en complément d’'un
traitement antibiotique pour éviter les récidivesal@gas et al., 2007). Des études ont montré
des effets bénéfiques de I'ajout lderhamnosusGR-1 etL. fermentunRC-14 sur le score de
Nugent (Reid et al., 2001, 2003). A l'inverse drastn’ont montré aucun effet (Eriksson et al.,
2005; Hallén et al., 1992). En 2009, une méta-amatpncernant I'utilisation de probiotiques
dans le traitement de la vaginose fut publiée diafmse Cochrane (Senok et al., 2009). Les
auteurs ont conclu que les résultats des étudesit@ date n’apportaient pas de preuves
suffisantes pour ou contre l'utilisation de prolmaes dans le traitement de la vaginose
bactérienne. L'utilisation de probiotiques en coémpént d’un traitement antibiotique semblait
prometteuse, seulement, les études portant sujeedevaient étre plus randomisées, avec une
meéthodologie standardisée et des groupes de miphts grand. Depuis le début des années
2010, les études et les revues se sont multipdiées plus d’'une dizaine d’articles publiés ces
deux derniéres années. Bien que certaines étueesigmbreuses, n'indiquent pas d’effet de
la prise de probiotique sur les récidives (Gilleakt 2016; Lim and Lasala, 2015), la grande
majorité des publications indiquent un effet bémédi sur le taux de récurrence, sur la
recolonisation plus importante d’'une flore de laetcilles et surtout prouvent 'inocuité de la
prise de probiotiques (Cianci and Cicinelli, 20Hg&czko et al., 2015; Lim and Lasala, 2015;
Macklaim et al., 2015; Pendharkar et al., 2015;ifeet al., 2016; Schwiertz et al., 2015)
(Tableaux 6 et 7). A I'heure actuelle, en 2016,yla pas eu d’autres méta-analyses publiées a

ce sujet dans la base Cochrane.

2.9. Vaginose bactérienne et Lcr35

Le Lcr35, a fait I'objet d’'une étude vitro dans laquelle il a été montré sa capacité a
inhiber I'adhésion a une lignée de cellules épi#thés vaginales VK2, ainsi que la croissance
deG. vaginalis(Coudeyras et al., 2009). Trés récemment, une@tudtro a démontré que le
lactate et le surfactant présents dans le surnageaculture du Lcr35 agissaient de concert

pour augmenter la sensibilité & un antibiotiquel{®eyv and Kremleva, 2016). Le Lcr35 a aussi
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fait I'objet d’étudesin vivo chez des femmes ayant une vaginose (Tableau &)utLétait de
démontrer son efficacité dans 'amélioration d¢akéle la flore vaginale, c’est-a-dire obtenir
un score de Nugent inférieur a cing, ainsi queeftinacité dans la lutte contre les récidives
d’'une vaginose. La premiéere étude sur 171 femmastayne vaginose, datant de 2008, a
montré un effet bénéfique de la prise de capsuleatd5 contenant POCFU aprés un
traitement antibiotique (clindamycine) de 7 jouB3 (femmes) comparé a un traitement
antibiotique suivie de la prise d’'un placebo (88hees), sur les récidives de la vaginose. En
effet, 83% des femmes du groupe traitement et 3%% fémmes du groupe contrble
(antibiotique seul) avaient un score de Nugentrief# a cing, quatre semaines apres le
traitement (Petricevic and Witt, 2008). La secoatigle, datant de 2013, compare les mémes
groupes (excepté que l'antibiotique utilisé esnkgronidazole) que la précédente (26 femmes
avec probiotique, 25 femmes groupe contréle) etviecune amélioration de la flore vaginale
lorsque le probiotique a été ajouté apres le trate antibiotique (88,5% vs 60%) (Kovachev
and Dobrevski-Vacheva, 2013). Enfin, dans la deend@ude datant de 2016 il a cette fois été
compare, l'effet curatif d’'une monothérapie aved.&35 seul (85 femmes) comparé a un
traitement au métronidazole avec addition concartetdu Lcr35. Les résultats indiquent que
la thérapie combinée, donne de meilleurs scordsudgent, donc moins de récidive un mois
apres le traitement (47.1% vs 89.3%) (KovacheWatdhevaDobrevska, 2016). Ce qui ressort
de ces trois études est I'efficacité que semblé dévdcr35 dans la lutte contre les récidives de
la vaginose en complément d’'un traitement antigieti Pour confirmer cela, une étude plus
large (> 300 femmes) que les précédentes, multigeletdans trois pays européens a été menée
ces derniéres années avec comme promoteur laésB8odite, productrice de la souche. L'étude

vient de se terminer et les résultats sont en aeitsaitement.

D’aprés les données citées précédemment, les pigpiEs et le Lcr35 en particulier semble
avoir un impact bénéfique sur la flore vaginaledi@contexte de la vaginose bactérienne. Les
mécanismes d’action bactériologiques sous-jacemissaeffets sur le score de Nugent sont
relativement connus : compétition, sécrétion d’agemtimicrobiens... . Notre but, expliqué
ci-apres dans la partie objectif sera donc de sasiole Lcr35 peut moduler la réponse
immunitaire, et si cette modulation peut étre bignéf dans la lutte contre la vaginose.
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Objectif général

La vaginose bactérienne est une dyshiose dera ¥iaginale. Nous avons vu qGe
vaginalisa un réle prédominant dans le développement dioila &naérobie pathogene. Le
fonctionnement bactériologique @& vaginalisest maintenant connu. Ses trois facteurs de
virulence et sa présence, méme faible, au seafiteré commensale d’une majorité de femmes
font deG. vaginalisune bactérie clé de la vaginose bactérienne.dtexependant peu d'études
ayant traité 'effet de la flore vaginale lors daidysbiose, en particulier @& vaginalis sur la
réponse immunitaire. Notre but a donc été d’anallgseeffets que pouvaient av@r vaginalis
sur la réponse immunitaire de son interaction d@eanoDC a la réponse lymphocytaire T.
Cette dysbiose dont le traitement de référenckaasibiothérapie montre un nombre important
de récidives. Elles sont dues a une alteratiorigiarde de la flore polymicrobienne anaérobie
qui n'est pas totalement détruite apres le traitenamtibiotique. Pour lutter contre ces
récidives, un traitement avec des probiotiquestae@tiisagé. De nombreuses études ont été
réalisées dans le but de tester I'efficacité delses de probiotiques en traitement primaire de
la vaginose bactérienne ou en prévention secondgres antibiothérapie pour lutter contre
les récidives. Il semblerait que I'utilisation d@piotique sur une longue période en prévention
secondaire soit plus efficace. Le Lcr35 est un jotajue qui a été testé dans ces circonstances.
Il a montré des effets bénéfiques encourageantger@ant, ses effets bénéfiques sont-ils
seulement dus a ses effets bactériologiques (dimmmudu pH, sécrétion de composés
antimicrobiens...), ou a-t-il une action sur le sg®eimmunitaire.ln vitro, des effets
bactériologiques ont été montrés, comme sa capaditBiber la croissance d& vaginalis
Cependant, une fois de plus, il existe peu d'étudesernant I'effet du Lcr35 sur la réponse
immunitaire. Il a été montré en 2011, sa capac#étxer des moDC et a induire la sécrétion
de cytokines a la fois pro-Thl et pro-Th1l7 (Evratdal., 2011). Le but de cette étude était
d’analyser de facon plus globale la réponse des@nal contact du Lcr35 et d’étudier son

effet sur la réponse lymphocytaire T.

Pour répondre a nos interrogations sur les DCuetittéeraction avec le Lcr35 &. vaginalis
nous avons mis au point plusieurs modéegtro nous permettant d’analyser la réponse des
moDC, de l'interaction-internalisation du Lcr35 microscopie électronique, en passant par la
maturation ainsi que la mortalité induite en cyttnieéen flux (CMF), pour finir par la sécrétion
de cytokines. Enfin, nous avons étudié la proliféralymphocytaire induite par le Lcr35 @t
vaginalis dans des modéles de test de transformation lymakbiidpie (TTL) et de réaction
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Figure 31. Représentation des différentes phases de la réponsemunitaire induite par
G. vaginaliset/ou le Lcr35 étudiées dans nos travaux.



leucocytaire mixte (MLR). Dans un second temps reuet étudié la sécrétion de cytokines

dans ces modéles ainsi que les sous-populatiohg @€CD4 induites par le Lcr35.

Deux questions ont donc été poseées :

- Quel effetG. vaginalisgui joue un role majeur dans la mise en place dhatkologie

particuliere trés peu inflammatoire, induira s [@RC puis sur la réponse lymphocytaire ?

- Quelle réponse est induite par le Lcr35 suib€sainsi que sur les sous-populations
de lymphocytes T ? Les effets bénéfiques obseanvesodans la lutte contre les récidives de
la vaginose bactérienne, peuvent-ils en partie piigxer par une réponse immunitaire

adaptée ?

Le travail suivant, présenté par ces deux artiplsnettra en partie de répondre a ces deux

problématiques.

Enfin,in vivo, ces deux bactéries sont présentes simultanéorsmt’lin traitement avec
le Lcr35 lors d’'une vaginose bactérienne. C’estrgoai, dans les modeles de moDC, nous
avons mis le Lcr35 eB.vaginalisa différentes concentrations a leur contact. Lesltats
obtenus concernant la maturation des moDC indaite@s deux bactéries simultanément fera

I'objet de résultats complémentaires (Figure 31)
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Slight pro-inflammatory immunomodulation properties of dendritic cells
by Gardnerella vaginalis “The invisble man” of bacterial vaginosis?

Bertran T., Brachet P., Vareille-Delarbre M., Fated., Dosgilbert A., Vasson MP., Forestier
C., tridon A., Evrard B.

Journal of Immunology Research, Accepté le 10 jangr 2016
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Objectif de cette étude

Cette étude s’est effectuée en deux parties :

. L'effet de G. vaginalissur les différentes étapes caractérisant la réponskes

cellules dendritiques dérivées de monocytes

- 'interaction et internalisation d8. vaginalis

- les changements phénotypiques et la maturatiduite des DC en réponse a
G.vaginalis

- I'effet de G. vaginalissur la mortalité des DC

- le profil de sécrétion cytokinique en réponseantact avec des DC avec

vaginalis

L’effet de G. vaginalissur la réponse lymphocytaire:
- la modulation de la prolifération des PBMC stiéas a la PHA

- la modulation de la sécrétion de cytokines paRBMC en réponse au contact avec

G. vaginalis
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Bacterial waginosss (BY), the most common genital infection in reproductive-aged women, s associated with increased risk
of sexually traissmiited infectione. s etbodogy remains uncleas, especially the role of Cardagrelld (€20 wiginalis, an anserobic
betcrerinim characteristic of the BY-alteration of the vaginal ecosvetem. [n the genital miucosa, dendrtic cells (DCe) sense bacteria
of the micreemviromment vid receplors and then erchestmate the unmune sesponse by induction of different T cell subtypes. We
investigated the interactions between G, vagmalis and human monecyte-derved DO using a wide range of bacterial concentrations
{mueltiphicity of mection from 0,00 te 100], and the effects of this pathegen an PHA-induced lymphecyte praliferation, &5 ehserved
by electron micrascopy and cplametry, (3 vaginelis reduced the intemalization ability of DCs by forming extracellular clusters and
indnced nerther [HC maturdtion, mor DO secretion of cytekines, exoept at the highest dose with 4 very early DC mataration state,
Thie same prafile was observed on hmphocytes with significant increases of proliferation and cymokine secretion only &t the highaest
basctersal concentration. Our Andusgs mdicate that G, vageialis possesses slight immune-stinnalating activitdes aganst DCs and T
cells, rellecting thus a defective inflammatody resgonse amd gving rlse to the atypical, non- o low-geade, inflaimmatory clinical

-Ij.iﬂ!:l."il.' F‘I:Erjl.ﬂ

1. Introduction

Bacterial vaginosis (BY) is the most common low genital
infection among reproductive-aged women, with a preva-
lence of 29% among 14- 1o 49%-pear-old US women and
almost 40% in individuals at high risk for sexoally trans-
mitted infectons (STIs) [1]. BY is associated with serious
medical complications, including adverse pregrancy oul-
comes, endometrits, and pelvic inflammatory disease such

as endometriosis [2, 3. BV also increases womiens risk of
acquiring 5T1s, particularly HIV infections [4. 5]

Clintcally, one-half of BV-positive women are asymp-
tomatic while the others suffer only from mild symptoms,
such as homoegencous white vaginal discharge and amine
(ﬁs.h}l} odasr [6]. These signs are assocated with a vaginal pH
> 4.5 and the presence of characteristic “clue cells™ on micro
seopic examination, These four manifestations constitute
Amsels clinical criteria [6], The microbiological diagnosis
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of BV is usually based on Nugents score, which includes
assessment of lactobacilli by Gram's stain of vaginal fluid
samples, BV is associated with an alteration of the vaginal
ecosvstem, characterized by a decrease in hydrogen peroxide-
producing Lactebacillus (L) species such as Lo crispafus
and L jensenii and a concomitant increase in polymicrabial
anaerobic bacteria like Gardnerella (G} vaginalis [7, 8]

The microbial etiology of BV is unclear and a matter
of debate [9]. Two opposing hypotheses exist [10], In the
monomicrobial hypothesis, historically the first one, €L
vaginalis 15 the single, specific eliologic agent of BV [11].
In the polymicrobial hypothesis, which has gained general
acceptance in the last 20 years, G, vaginalis acts synergically
with other anaerobes to unbalance the vaginal flora and
trigger the disease [12]. Vaginal inoculation experiments in
the monkey show thus that the co-occurrence of anacrobes
and G waginalis is required to induce BV [13]. Moreover,
G. vaginalis is frequently isolated in healthy women without
BY [14]. Nevertheless, recent works have relaunched the
debate by comfirming its importance in the pathophysiology
of the disease. (G vaginalis predominates in vaginal EV-
associated biofilms, which are implicated in persistent BY,
thus constituting a major factor of resistance to standard
treatment [15].

Dendritic cells (MCs) are professional antigen present-
ing cells (APCs) which, by inducing both tolerance and
immunity, are critical for the orchestration of the adaptive
immune response [16]. Immature DCs reside in peripheral
miueoss, where they sense the microenvironment wia pat-
tern recognition receptors (PRHEs) that recognize pathogen-
associated molecular patterns (PAMPs). PERs include toll-
like receptors (TLERs) and C-type lectin receptors (CLEs)
[17]. PRR stimulation triggers a D0 maturation process with
up-regulation or down-regulation of membrane molecules
(CDa3, CDee and HLA-DR, and DC-5IGN and Mannose
Receptor, resp.} and cytokine production. D activation
by several PAMPs, via distinct PRRs with antagonistic or
symergistic effects, modulates their differentiation, which
secondarily determines the polarization of the effector T cell
responses, that 15, the balance between Thl, Th2, Thi?, and
T regulatory (Tregh subsets [18], Cytokine production by
s is an important factor in this process. 1L-12 production
drives polarization towards Thi cells, whereas synthesis of
IL-1j2, TL-6, TGFE and IL-23, and TL-10 promotes induction
of Thi7 or Treg cells, respectively [19]. These different stages
of the immune response have been recently described in
the human genital mucosa. Motably, in both the upper and
lower tracts, several DT subsets exist and express specific
TLEs, such as TLR-6, TLRE-7, and TLR-4, and CLRs, such as
langerin and DMC-81GW, and are able to induce different T cell
subpopulations [20-22].

The effects of mucosal feids from women with BY
or healthy flora, without analysis of implicated bacterium
species, were examined on DC function [23, 24]. BY samples
induced TL-12 and 1L-23 production, as well as expression
of maturation markers (HLA-DR, CD40, and CD&3) by
monocyte-derived DCs (moDCs). Concerning T cells, there
has been yet no investigation on the impact of BV on
the polarization of the different lymphocyte subpopulations.

Journal of Tmmunology Research

Only one study reported effects of BV on the percentage of
Treg cells in peripheral blood mononuclear cells (PBMCs).
However, this study did not test the possibility of a specific
impact of (. vaginalis and it did not objectify differences in
the distribution of Treg in BV+ versus BV= HIV-negative
women, decreased Treg being solely observed in BV +/HIV+
women compared to BY—/HIV+ women [25]. Many studies
have attempted o measure cervicovaginal production of
cytokines in BV, but disparate results were obtained. Most
articles reported an elevation in IL-1%, and less consistently in
IL-t and IL-8, in BV-affected women [26-2%]. Additionally,
BV mucosal fluid was found to increase proliferation of T cells
in allogeneic mixed-leukocyte reaction (MLR) [23]. Finally,
the specific effects of G, vaginalis on DCand T cells have never
been evaluated vet,

Unlike conventional vaginitis that is characterized by
burning. dysuria, dyspareunia, and frequent pruritus, BY
causes seant inflammatory signs without primary pain or
pruritus in affected women [14]. Likewise, a velative paucity
of inflammatory cells and a near normal number of vaginal
neutrophils are characteristic of BV status. In view of the
literature data, we hypothesized that BV corresponds to
a unique local immunological environment, with a low-
grade inflammation, patentially mediated by so far unknown
immunomodulatory mechanisms of action of G, vaginalis on
the vaginal immune system, particularly on the DCs and T
cells, Tn the present study, we imvestigated this hypothesis
in in vitro models by monitoring (i) the internalization,
maturation, and cytokine secretion of moD(Cs; (i) lympho-
cyte proliferation and subset cytokine production, after cell
exposure to (. vaginalis or to commensal or pathogenic
micreorganisms potentially found in the vaginal mucosa.

2. Material and Methods

21 Bacterial Strains and Culture Conditions. G vaginalis
ATCCI4ME was grown in brain heart infusion {Biomerieux)
supplemented with maltose {0.1%), glucose {0.1%), veast
extract (%), and horse serum (10%) in 5% CO, at 37°C for
72h. L. reuteri ATCC23272 was grown in De Man, Rogosa,
Sharpe (MRS} medium (BD Difco™) at 37°C owvernight,
Condidea albicans ATCCIOZ3 was grown in Sabouraud broth
al 377 C overnight. Microbial cells were harvested by centrifu-
gation {11,000 =g for 10 min), and the pellet was washed twice
and then resuspended in REMI 1640 (Cambrex Bio Science).
Optical density (O} measurements were performed at
G20 nm to adjust the final concentration of the microbial
suspension, and the exact number of colony forming units
{CFLU) was determined by plating serial dilutions of the
inocula onto adapted agar plates (Columbia 5% Sheep Bleod
Agar, MRS, or Sabouraud), Before being added to the cell
samples, the microbial cells were inactivated by exposure to
UV fior 1h. The effectiveness of the inactivation was evaluated
by plating 20l of the irradiated inocula on adapted agar
plates.

2.2, Ethics Statement. The human cells used in this study were
generated from the buffy-coat of healthy volunteers abtained
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from the local French blood agency (Etablissement Frangais
du Sang, EFS, Saint-Etiennel. It is o statutory reguirement
that bBlood donors be given full necessary information (arti-
cle R1221-5 of the Public Health Code, 12/01/200% and
11/ 2006 decrees). Written informed consent was obtained
by the EFS from all volunteers involved in our study,

A3 In Vitro Differentiation of Monocyte-Derived Dendritic
Cells. DCs were generated from PEMCs. Briefly, PEMCs
were isolated from the buffy-coats of healthy volunteers by
Ficoll-Histopaque {Sigma) density gradient centrifugation,
PBMCs were washed twice in RPMI 1640 and resuspended
at a final concentration of 5 x 107 cells per mL of phosphate
huffered saline (PBS) supplemented with 2% fetal calf serum
(FCS, Biowest-Abcys) and 1mM EDTA. Monocytes were
purified by negative selection using the Eaﬁ}'ﬁe‘]:l? Human
Monocyte Enrichment Kit, as recommended by the manu-
facturer (StemCell Technologies), They were then cultured
for 5 days in RPMI 1640 supplemented with 1% L-glutamine
(Sigmal, 10% FCS, and 0.5% penicillin-streptomycin (Sigmal,
in the presence of 500U/mL IL4 (R&D systems) and
#00 U/mL granulocyte-macrophage colony-stimulating fac-
tor (GM-C5F, R&D systems). After 3 days of incubation,
one-hall volume of fresh culture medium containing 2x
concentrations of [L4 and GM-CSF was added to each well.

2.4, Electron Microscope Observations. DCs obtained as pre-
viously described were plated in a sterile 12-well plate at a
concentration of 1 % 107 cells'mL. G, vagimalis was added
to wells at a multiplicity of infection (MOT) of 10 for Th
(Scanning Electron Microscopy, SEM) and at a MOI of 0.01,
1, or 100 for 3h (Transmission Electron Microscopy, TEM].
Cells were harvested, centrifuged (400 =g for 10 min), rinsed
with Natrium Cacodylate (0.2 M pH 74} for 10 min, and then
fied at 4°C overnight with glutaraldehyde 1L.6% in Natrium
Cacodylate buffer. The samples were then rinsed. postfized
with 1% Osmium Tetroxide (1h, room temperature), rinsed
again, and dehydrated with graded series of ethanol (70
to 100%) and eventually with 100% hexamethyldisilazane.
Finally, after overnight drying, samples were placed on
a Jeol SEM filter and metallised with carbon {40s), For
TEM, dried samples were embedded in a polymerized 2 mm
thick Epon coating, and ultrathin sections were picked up
with Formvar-coated copper grids (300 mesh). Sections were
counterstained with 4% aqueous uranyl acetate. For negative
staining, bacteria were grown overnight in M63E1-0.4% Glu
medivm and negatively stained with 2% phosphotungstic
acid on Formvar-coated copper grids (300 mesh). Images
were captured at the Centre d'Tmagerie Cellulaire Sante
(CIC5) of the Université dAuvergne with a Jeal JSM-6080TY
(SEM} and a Hitachi H-7650 { TEM).

25 Flow Cytometry Analysis of DC Maturation and Via-
bality: Om day 6, the immature DCs from each well were
harvested, peoled, centrifuged, and reseeded at | = 10°
cellsimL. UV-killed bacteria were then added at 10 ul of
suspension per well to reach a nal concentration ranging
from 10° to 107 CFU/mL, that is, a MOT between 0.01

and 100. Lipopolysaccharide (LPS) from Escherichia coli
{5igma) at a final concentration of 100 ng/mL was used as
positive control, Tmmature DCs withowt addition of LPS
or bacteria were used as negative control. After 48h of
maturation at 37°C in a 5% CO, atmosphere, DCs were col-
lected, centrifuged, and resuspended in PES with 1% bovine
serum albumin (B5A, Sigma). Cell surfaces were stained
with the appropriate fluorescence-labeled murine antibod-
ies; APC-CyT-conjugated anti-CD14 (LPS coreceptor specific
to monocytes), PE-conjugated anti-CDES (costimulatory
muolecule, activation marker), V450-conjugated anti-HLA-
DR, PerCP-Cy5.5-conjugated anti-DC-SIGN (DC-specific
1CAM-3 grabbing-nonintegrin or CD209, member of the
CLE family, specific marker of immature DCs), Alexa Fluor"
488-conjugated anti-ME (Mannose Receptor or CD206,
member of the CLR family, specific marker of immature
DCs and macrophages), and streptavidin APC-conjugated
anti-TLR4 (hiotin antibody, an LPS receptor with activation
functions). Antibodies were obtained from BD Biosclences,
except anti-MR [Biolegend). Corresponding murine isotype-
matched and non-labeled antibodies (BD Biosciences or
Bilolegend) were used as conteols, The cells were analveed
by a BD-LSRID flow cvtometer with FACSDiva Software
(B} Biosciences) at the CICS. Fluorescence compensation
adjustments were performed. Gates were set on living DMCs
based on their forward/side scatter (FSC/S5C) properties.
The analysis was halted at a count of 2,000 DCs, The level
of staining was expressed as the mean fluorescence intensity
{MFI). Culture supernatants were collected and stored at
=20°C until cytokine analysis, To determine cell viability, dye
LIVE/DEAD" beads {Fixable Blue Dead Cell Stain Kit, for
UW excitation Life technologies) were added to cells and used
as markers of dead cells. DC mortality was assessed by gating
together dead cells and live DCs on S5C/FSC diagram. Two
other gates were created from this gate to separate the two
populations, From the dead cell gate, cells that expressed
LIVE/DEAD marker were considered as effectively dead. This
dead cell number was expressed as a ratio of the first created
averall gate to obtain a dead DC percentage.

2.6, Lymiphocyte Profiferation Assays. The mitogenic response
to plant lecting, as phytohemagglutinin A (PHA), is conven-
tionally used to measure cell-mediated immunity in mam-
mals in general and especially in humans [30]. These tests
are named lymphocyte proliferation assays or lymphocyte
transformation test (LTT). They were performed here to
study the functional properties of G, vaginaliz and especially
its capahilities to modulate PHA-induced T cell proliferation,
On day 1, PEMCs collected from a buffy-coat as previously
described were adjusted to a concentration of 12 10° cells per
mL of complete medium, that is, RPMI 1640 supplemented
with 1% L-glutamine and 10% FCS. The cell suspension was
deposited in a sterile 96-well plate (100 uL per well). Each
measurement was done in triplicate. Polyclonal proliferation
of lymphocytes was induced with 2 pg/mL of PHA (Sigma).
Cells without PHA or bacteria were used as a negative
contral and cells with PHA without bacteria as a positive
one. G, varialis was added to other PHA-treated wells
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to obtain concentrations ranging from 10* to 107 CFU/mL.
After a 7Zh incubation at 37°C under 5% CO,, 1pCi of
tritiated thymidine (Perkin Elmer) was added to each well
and the cells were further incubated for 4h. Labeling was
stopped by cooling the plate to 4°C. The cells were then
collected under vacuum onto a Whatman filter paper and
incorporation of tritiated thymidine was measured using a §
counter { Tri-Carb 2300TR, Canberra-Packard). Proliferation
results were expressed as mean cpm (counts per min) values
of triplicate measurements. Identical incubations, however,
without addition of tritiated thymidine, were carried out in
parallel to collect supernatants for cytokine quantification.

27 Cytokine Quantification, For DC maturation experi-
ments, the cytokines IL-10, TMF-q. IFN-y, and IL-12p70
were assayed in culture supernatants with Biolegend enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) kits according to the
manufacturers instructions. For lymphocyte proliferation
assays, the cytokines [FN-y, IL-4, [L-17 A, TL-10, IL-12p70, and
TMF-a were quantified in supernatants of PEMC cultures
using Pro Human Cytokine Group 1 6-Plex 1 = %6 kit {Bio-
Rad) on a Bio Mex' 200 {Bio-Rad).

2.8, Statistical Analysiz. All data were expressed as means
t 5D, After variance dispersion test, three different statisti-
cal tests were performed. Two-way ANOVA with post hoc
Bonferroni test, Friedman's test with Nemenyi's group, and
Kruskal-Wallis test with Dunn test were used to analyze the
significant effect of bacterta on DCs or PEMCs with XLStat
7.5.2 software { Addinsoft, Paris, France). p values lower than
.05 were considered statistically significant.

3. Results

A1 Electron Microzcopy Observation of G. vaginalis-DC Inter-
action. In viva, the first step of the immune response in
the vaginal mucosa corresponds to the interactions between
hacteria and immatare s, which lead to the internalization
of bacteria. To mimic this initial phenomenon in vitro, we
put in comtact DCs with G vaginalis during 1 to 3h and
took SEM and TEM pictures, SEM produced 31 images
of cell and bacteria surfaces after 1h of contact (Figures
ia) and Wh)). G vagialis bacteria were rarely found on
isplated cell forms (in contrast with what we observed with
Lactobacillus, data not shown) and were in general organized
in clusters (Figure 1{al). However, DC dendrites interacted
with this cluster of bacteria and sometimes surrounded it
(Figure 1(b}}. TEM realized at 3h, to allow the cells to have
time to internalize bacteria, confirmed interactions of DC
dendrites with clusters of G, vaginalis (Figures 1(c) and 1{d}).
Figure 1(c) shows additionally that the cluster is composed
of Bacteria enrobed in an extracellular matrix which may
interact with DCs. TEM also shows internalized intracellular
. wvaginalis bacteria, but only in their isolated form, without
intracellular clusters (Figure 1{e}}. At a MOI of 0.01 no
DCs with internalized (. vaginalizs were found, very few
at a MOI of 1, and only 35% at a MOI of 100 (count on
100 DCs). For each DC with internalized G, vagisalts, the
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number of bacteria ranged from 1 to % bacteria per cell. This
experiment was performed in parallel with L. rewters at the
same concentrations, Internalization of Lactobacillus, unlike
. vaginaliz, could be observed on few cells ata MOTof 0.01,a
majority of cells at a MOT of 1, and up to 82% of cells at a MOI
of 100 (count on over 160 DCs). The number of Lactobacills
internalized in those cells was higher than with that of (5.
vagimalis since it ranged from & to 18 bacteria per cell (data
not shown ). To conclude an this part, we showed that DCs
were able to interact with €. vaginaliz and to internalize it, but
less effectively than lactobacilli, probably due to G vaginalis
ability o form extracellular clusters,

1.2, Flow Cytometric Analysis of Microbial Effects on DO Phe-
notype. During the immune response, bacterium internal-
ization can then induce DG activation and maturation, result-
ing in modifications detectable by cytometry of numerous
membrane markers and permitting to distinguish immature
[Cs from mature ones. In our study, DO activation and
maturation were assessed by changes affecting an extensive
phenotype of the cell membrane. As expected, immature
DCs were characterized by low levels of CD86, HLA-DR,
and CD14 expression (the latter was compared to its initial
level in monocytes before [L-4 and GM-CSF treatment, data
not shown ), together with high levels of DC-SIGN and MR
expression {Figures 2 and 3). Comparatively, LP5-induced
DCs expressed a phenotype characteristic of fully mature
DCs with increased levels of CD8E6 and HLA-DR (Figures
3{a) and 3(b)) associated with decreased levels of DC-SIGN,
MR, TLR4, and CD14 (Figures 3ic), 3(d), 3(e), and 3{0).

Incubation with low or medium doses of G vagi-
nalis (10°-10° CEU/mL, ie, MOI from 001 to 10) did
not alter immature DC cell surface phenotype, as shown
by the absence of significant change in either membrane
marker (Figures 2 and 3). At the highest concentration
{107 CFU/mL, i.e., MOT 100), G. vaginaliz caused a very slight
imcrease in HLA-DR expression (statistically non-significant,
Figure 3(b)) combined with moderate decreases in MR and
CI[M4 expressions (both non-significant, Figures 3(e} and
3611, which reflect early signs of maturation, However, the
lack of increase in CIM86 expression and decrease in DMC-
SIGHN and TLR4 expressions indicated that this maturation
FED‘ECSS was ln{nmp]r.l:r..

Taken together, our overall cvtometric results indicate
that G vagimalis induced no maturation of DCs or an
incomplete DC maturation process at high doses,

Unlike G vaginalis, Loorestert and . altscans induced
a clear dose-dependent higher expression of CD&6 and
HLA-DR upon maturation of DCs (Figures 3{a) and 3(h)),
Combined with decreased expressions of DC-SIGN, MR,
CIM4, and TLR4 (Figures 3¢, 3id), 3e), and 3(f}), these
results show that the last two micronrganisms induced Tully
mature DCs, similarly to LPS extract.

1.3 Flow Cytometric Analysis of G, vaginalis Effects on DC
Meortality. Given the very low level of maturation of DC by
G. vaginalis ohserved in our experiments, we hypothesized
that this strain would not induce TG evtataxicity. To test
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FiGure 2: Surface phenotype of human DCs after exposure to a range of G. vaginalis or L. reuteri concentrations. The dot plots and histograms
show MFI values on gated DCs. DC-SIGN/CD86 dot plots gated on human DCs. Data from a representative experiment comparing G.
vaginalis-induced DC process of maturation with that induced by L. reuteri.

this assertion, a viability marker was added during flow
cytometric experiments. Immature DCs alone had almost
no mortality. In comparison, exposure of DCs to LPS
extract induced a slight, but significant, increase in mortality
(Figure 4). Three concentrations of G. vaginalis were tested
to analyze their impact on DC survival. Results showed that,
from 10° to 107 CFU/mL (MOI 0.01 to 100), G. vaginalis
induced no increase in dead DCs.

3.4. Cytokine Secretion by Microbial-Matured DCs. In vivo,
mature DCs migrate to secondary lymphoid organs and
present the antigen to T cells. During this interaction, DCs
deliver three signals, notably a cytokinic signal polarizing the
differentiation of lymphocytes into several subpopulations.
To decipher the preferential pathway of T cell polarization
induced by G. vaginalis, four cytokines assumed to be of
particular interest were selected for ELISA measurements.
Compared to untreated immature DCs, DCs incubated with
G. vaginalis did not significantly increase the production of
TNF-« or IL-10, except at the upper dose of 10" CFU/mL

(Figures 5(a) and 5(b)). Additionally, the production of IL-
12p70 and IFN-y was not or barely detectable in G. vaginalis-
treated or immature DCs (Figures 5(c) and 5(d)). Conversely,
a strong dose-dependent increase in the production of TNF-
a and IL-10 was induced by L. reuteri and C. albicans and, to
a lesser extent, of IL-12p70 by L. reuteri and of IFN-y by C.
albicans (Figures 5(a), 5(b), 5(c), and 5(d)). The fold changes
determined by comparing the level of cytokines produced by
DCs exposed to 10" CFU/mL G. vaginalis (i.¢., a MOI of 100)
to that produced by immature DCs were equal to 8.9 for IL-
10, 6.5 for TNF-a, and only 1.1and 1.3 for IL-12p70 and IFN-y,
respectively. By comparison, the fold changes induced by the
same dose of L. reuteri or C. albicans ranged from 70 to 307
for IL-10 and TNF-« production. Whatever the concentration
of G. vaginalis, the level of DC-produced cytokines attained
only 10 to 28% of that generated by LPS-treated DCs. Overall,
these results show that G. vaginalis barely induces cytokinic
secretion, in accordance with our findings on DC maturation
(Figure 3), thus indicating absence, or slight induction, of DC
activation by G. vaginalis.
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Frouge 3 Human D membrane marker expression after exposure to a range of G vagivalis, L. rewferi. or C allicans concentrations. {a,
b Drifferential expression of COES and HLA-DE, two membrane markess typically increasing during DO maturation. (¢, d. e, T} Differential
expression of DC-SIGH, TLR4, CIN4, and MR CD2M, four membrane markers typacally decreasing during D maturation, Diata are means
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tesl with Dunn comparison. * @ < 0.05, " P < (0], as compared to the Imm-DCs,
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Ficurg 4: DO viability after 48k of culture with G, vaginalis.
Histogram shows the dead cell percentage, calculated from S5C/FSC
diagram and liverdead marker. LPS induced a sgnificant increase in
D mortality compared to immature DCs alone in the medium, Low
and high concentrations of G, vaginalis did oot induce any increase
in DC mortality, even at a MO of 1Mk Data are means (+ S0 from 6
individual experiments. Imim-DCa: immanare DCs, LPS-DiCs: DCs
miatured by a 48 h exposure to 100 ng'ml. E coli LPS; G, vaginalis,
DCs matured after a 48 hincubation at different concenteations (107
o WY CEUMmL, ie. MOT = 0.00 to 100) of G, vaginalis. Friedman’s
test with Memenyi's comparison ° < 0.05

3.5 Slight Increase in PHA-Stimulated Lymphocyte Prolifer-
ation by G. vaginalis, To investigate lymphocyte activation,
the next classical stage of the immune response, we carried
out functiomal tests of bacterium-induced modulation of
lymphocytic proliferation, using a model of PHA-induced T
cell proliferation. Addition of the strain to the medium caused
a slight dose-dependent increase in PHA-stimulated lympho-
cyte proliferation in comparizon to lymphoecyte control assays
without bacteria (Figure &), The increase in proliferation was
only significant at a dose of 107 CEU/mL (p < 0.001) and
attained an wpper average value of 20 compared o that
of PHA-stimulated control cells. Lower concentrations of G.
vaginalis did not cause any significant modulation of PHA-
stimulated lymphocyie proliferation, Similar experiments we
performed in parallel showed that L rewteri and C. albicans
did not induce a similar pattern (data not shown),

36, G. vaginalis-Dependent Increase in Cytokine Secretion by
PHA-Stiwmalaled Levkocytes, To depict the type of immune
response involved during the . vaginalis-dependent increase
in PHA-stimulated lymphocyte proliferation, secretion of
cytokines by the four main subpopulations of T cells {IFM-
¥. Il TL-17A, and IL-10 corresponding to Thl, Th, Thi7,
or Treg, resp) or by APCs (IL-12p70 and TNF-a) was
measured in extracellular media of lymphocyte proliferation
assays. PHA (2 pg/mL) alone induced a strong secretion of
IFM-p, 1L-17A, 1L-10, IL-12p70, and TNF-a from FBMCs
(Figure 7). A clear dose-dependent increase in IFN-p and
IL-17A production was observed in PHA-stimulated PEMCs
exposed to varying concentrations of G, vaginalis (Figures
7ie) and F(d)). As shown previously for PHA-stimulated
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proliferation, only the highest dose of G vaginals lested
induced a significant augmentation in the production of
these two cvtokines, compared to the PHA control withour
bacteria. For THF-n, [L-12p7i, and IL-10, the increases were
non-significant, even at high doses (Figures 7{a}, 7(h), and
Fiei)d. Compared to the control conditions without bacteria,
exposure to 107 CFU/mML G. vaginalis induced fold increases
of 4.9, 4.0, 3.0, 2.2, and 22 for IFN-y, IL-13, TNF-a, IL-
174, and [L-12p70 production, respectively. Contrastingly, the
secretion level of 1L-4 was barely measurable or undetectable
at any dose of . vaginalis {not shown), Furthermore, at
their highest concentration, L. resteri and C. albécasns caused
an increase in cylokine secretion that, depending on the
cytokine, was 4- to 5-fold higher than that caused by .
vaginalis {data not shown). Overall, these data show thai
(5. vaginalis can induce a slight dose-dependent secretion of
cytokines on both the inflammatory {IFM-p, TNF-a, [L-174A,
and IL-12p70} and anti-inflammatory (IL-10} sides.

4, DMscussion

DCs, the main sentinels of the immune system, are abundant
in the human vaginal mucosa, both in the epithelium and
in the lunina propeia [21]. In this mucosal area, DCs can
interact with luminal microorganisms, cither indirectly via
epithelal transport mechanisms or directly via dendrites
extended across epithelial cells that take up bacteria from
the vaginal lumen [31, 32]. As BV is characterized by an
imbalance of the normal H, O, -producing Lactobaciflis ora
toward a polymorphic anaerobic flora with predominant
G.overgimeaiis, G s likely that the PREs of vaginal DCs are
subsequently affected by this alteration. To gain insight into
the pathophysiological role of G, wagisalis in BY, we decided
o characterize the interactions between this bacterium and
s,

We first carried out an electron microscope study of
bacteria-TMC interactions, the fiest stage in the immune
response, to determine whether G, vagiralis can internalize
DiCs. This was confirmed by using TEM, but we observed
that the bacteria were very sparsely represented in free form
in culture medium and rather formed clusters coated in an
extracellular matrix. As compared to a Lactobacillus species
which remained in free form, G, vaginalis was internalized by
[Cs much less ethciently. It can reasonably be assumed that
this differemce is related to the propensity of G, vaginalis o
form clusters, In additian, G vaginalis forms, m vive, biofilms
in the vagina, a process that s involved In BV pathogen-
esis [33]. These clusters might be the beginning of binfilm
formation. Biofilms reduce the host-immune response by
decreasing bacteria internalization owing to their large size
and to the fact that their extracellular matrix can prevent
antigen recognition by APCs [34]. This conformation might
thus allow bacteria like G, vaginalis 1o be less internalized
by DCs comparatively to strains like Lactobacillus that are
unable to form biafilms.

We then studied the impact of internalization of G
vaginaliz on DC maturation status. The maturation state of
DiCs s a eritical determinant of the balance between their
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Frouke & Cytokine production by human DCs exposed to o range of G vagiralis, L resteri, or C alficans concentrations. {a, b3 THF-w and
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n:spn:l.iwh-. Eriedrman's test with Numeny‘i's ctunpaTipm'l " I {15, "P = [, and "'P < 0,001 as wn‘q’nrﬁ] to the Imm-[3Cs.

tolerogenic and immunogenic abilities [35]. Immature or
semi-mature [MCs generally promote tolerogenic responses
whereas mature DCs promate immunogenic responses [36].
Flow cvtomelry analvsis showed that, whatever hacterial
concentrations, G, wiginalis elicited minimal changes in the
DC membrane phenotype, thus Indecing a very incom:
plete maturation of human DWCs. Concorrently, cytokine

production remained very low compared to that from LPS-
induced fully mature XCs o L renfers- or C alkicons-
matured DCs. even at high doses af microorganisms, Taken
topether, our cylometric and ovtokinie data characterize a
non-inflammatory DO response at low G vaginglis doses
and a very slight pro-inflammatery DO response at the
highest concentration., G, wagimalis concentrations interacting
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i vivg with mucosal DCs in the human genital tract have
not been widely assessed. However, in women with BY, the
number of bacteria present can be equal or superior to 107
per mL of vaginal fluid, incleding about 107 CEU/mL of G.
vaginalis (37, 38]. Although unknown, the actual number
of bacteria in direct contact with vaginal DCs within the
mucosa is certainly much lower than this number, Thus, the
concentrations of G, vaginails interacting with vaginal DiCs
in the mucosa of women with BY probably correspond to the
lovw o intermediate MOTs used in our model and causing no
or very little DC maturation. The results obtained with .
vaginalis were compared to these obtained with two other
microorganisms potentially present in the vaginal mucosa,
a commensal bacterium (L. reuwteri) and a patlmg,eni.c yeast
responsible for mycolic vaginitis (C, albicans). Each induced a
clear-cut maturation of the DCs, similar to that we previously
observed with other pathoegens and probiotic strains [39, 40]
but in strong contrast to the G vaginalis DC response. In
our model, G vaginalis did not induce THC mortality, unlike
the two other microorganisms {data not shown). Overall, our
findings show that G. vaginalis is slightly pro-inflammatory,
but less than the Loctobacillus strain we used as control.

The effects of G, vaginalis on DCs observed in our study
were slighter than those reported in ather studies, which
showed activation and maturation of human melCs when
expaosed to the mucosal fluid of women with BV [23, 24],
In these previous studies, [Cs were exposed to a mixture of
numerous bacterial products secreted by the characteristic
polymorphic BV flora and to molecules produced by the
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mugosal immune system of women with BV, By contrast, in
our model, DMCs were placed in the presence of G vaginalis
alone to find new evidence of its role as a putative BV etiolog-
ical agent. Thus, the absence of or the very slight G, vaginalis-
induced DC maturation by én vitre direct contact is not
inconsistent with a DC maturation induced by substantially
secreted products of the overall BV flora, like, for example,
the LPS of Prevadella bivia. In the vaginal mucesa, G, vaginalis
could have local specific modulatory effects on immune cells,
independently of an overall effect on the maturation of BV
flora.

We next performed functional tests of lymphocytic
proliferation using a model of PHA-stimulated PEMCs to
investigate the activation of lymphocytes, the following stage
i the classical immiine response, We observed no significant
variation in lymphocyte proliferation at all doses of .
vagals that we used, except the highest one where a sig-
nificant increase was measured. These findings are consistent
with the variations observed in DC status and confirm that
G vaginalis induces very few immunologic effects at low
doses and a slight pro-inflammatory response at the highest
concentralions, which are unlikely to be encountered i 1o,
This profile of the immunological response to G vaginalis
could explain the characteristic lack of external Inflammatory
signs during BV, in contrast with bacterial or mycotic vagini-
tis, despite increased pro-inflammatory TLR2 and TLR4
signaling and IL-1fF secretion reported elsewhere [41-43]. In
light of our results, we hypothesize that, depending on its
actual amount in contact with the mucosal immune cells,
G vaginalis could either go unnoticed or induce low-grade
inflammation i v,

To explore the mechanism of the slight G vaginalis-
induced increase in lymphocyte proliferation, a large panel
of cytokines was measured in the cell supernatants including
molecules secreted by APCs (TL-10, TL-12p70, and TNF-
a) andfor by T cells (IFN-y, [L-4, IL-17 A, and IL-10). We
evidenced a similar ;. vaginalis dose-dependent profile of
secretion for all these cvtokines, except for [L-4, which
remained undetectable. The higher the dose of the pathogen
was, the stronger the PHA-stimulation of cytokine secretion
was. Thus, this cytokine secretion profile is clearly related to
that of the praliferation of PHA-stimulated PEMCs, irrespec-
tive of the anti- or pro-inflommatory nature of the cvtokines,
With regard to the response to G vaginalis of the four main
subpopulations of T cells, evtokine secretion suggests a clear
dose-dependent induction of Th (IFN-y, IL-12p70} and Th17
(IL-17A) and Tregs {TL-100, but not of Th2 {TL-4}. Thus, Thi,
Thi7, and Tregs could be involved in the immune response
to high doses of . vaginalis. This topic deserves further
iwestigation in future studies of T cell polarization.

Taken together, our findings show that G vaginalis, by
forming clusters and reducing the internalizing ability of
D, induces a slight immunological host response includ-
ing maturation of DCs, lymphocvte proliferation, and pro-
Thl, pro-Thi7 and pro-Tregs cytokine production. These
immunomaodulatory properties are consistent with the atyp-
ical elinical profile of BY, which is characterized by a low-
grade inflammatory process. as we observed in our in vitro
mrdel at the highest dose of the bacterium, Our results
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show the potential immunological effects of the bacteria of
the vaginal flora and sugpest the existence of a mechanism
whereby BY and its associated changes in flora composition
could affect host vagimal immunity, Finally, these results
lend weight to the potative rode of G wvaginalis in the
lt.ﬂl'u:lp]|}'ai.n'|uﬂ.}' of BV and open up broader prospects, in
particular for the understanding of the contribution of local
immunalogical alterations to the increased risk of STs in
wornen with BV,
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Les principaux points a retenir de cette étude (Figre 32)

Sur la réponse des cellules dendritiques :

- G. vaginalisest internalisée par les DC. Cependant, la formadiocluster, caractéristique de
cette bactérie qui a la capacité a former des Ibisfiralentit ou inhibe fortement cette

internalisation.

- G. vaginalisinduit une maturation des DC qui est dose-déperd@nfaible concentration
aucune modification phénotypique de DC n’est olmenA forte concentratior;. vaginalis
induit une Iégére augmentation de I'expressionmdelcules de costimulation, synonyme de
faible maturation.

-G. vaginalisn’augmente pas le taux de mortalité des DC danslgelein vitro étudié.

- L’induction de cytokine sécrétée par les DC esblé. La seule cytokine augmentant
légerement mais significativement est I'lL-10.

Sur la réponse des PBMC :

- G. vaginalismodule de facon dose-dépendante la prolifératidniia par la PHA. Aucun
effet n’est observé a faible concentration. A fattse, les résultats indiquent une Iégére mais

significative augmentation de la prolifération intdyparG. vaginalis

- La faible augmentation de prolifération observést accompagnée par une l|égere
augmentation d’'IFNret d’'IL-17A.

G. vaginalisest par conséquent une bactérie peu inflammatpiesque invisible pour le
systeme immunitaire. Ces différents points serpptafondis dans la discussion.
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Dose-dependent immunomodulatory effects dfactobacillus rhamnosus
Lcr35 on human dendritic cells and T cells
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Objectif de cette étude

Cette étude s’est articulée autour de deux themespaux :

. L’effet du Lcr35 sur les différentes étapes caractérisant la réponskes cellules

dendritiques dérivées de monocytes

- l'interaction et internalisation du Lcr35

- les changements phénotypiques et la maturatauitendes DC en réponse au Lcr35
- I'effet du Lcr35sur la mortalité des DC

- 'induction de I'indoleamine-2,3-dioxygénase

- le profil de sécrétion cytokinique en réponseantact des DC avec le Lcr35

. L’effet du Lcr35 sur la modulation de la prolifération lymphocytaire et des sous-

populations de lymphocytes T.

- la modulation de la prolifération des PBMC stiéas a la PHA
- la modulation de la sécrétion de cytokines palRBMC en réponse au contact avec
le Lcr35

- la modulation des sous-populations lymphocysaire
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Introduction

Studies of the microbiome has been done form aescadd, as technical tools evolved,
the number of bacteria found into the human bodpeeially in skin and mucosa, largely
increased. It is now known that human gastroimestiract is the most colonized part of the
body with approximately 6 and 18' commensal bacteria in the colon and in the small
intestine, respectively [1]. This huge amount ofmooensal bacteria is continuously in direct
contact with the immune systerna immature dendritic cells (DCs). DCs are numerogghe
principal antigen presenting cells (CPAS), in thecosal barrier as well as in the epithelium
and the Peyer’s patches where they sense the igésstonal environment. Immature DCs
recognize microbe-associated molecular patternsNI##) through their pattern recognition
receptors (PRRs). Toll-like receptors (TLRs) anty@e Lectin receptors (CLRs) are two types
of PRRs. Their stimulation by MAMPs leads to phepatal changes in DCs called maturation,
like chemokine-receptor expression changes, ingubi@ migration from the gastrointestinal
tract to the lymph node where they present antigerdgmphocytes [2]. In the lymph node,
interaction between MHC class Il molecules of D@4 the complex TCR/CD3 of lymphocytes
starts the response and antigen recognition. COB@6 and CD28 expression and interaction
enhance the response and T cell proliferation ioyusating intracellular signaling pathways.
In the same time, DCs secrete cytokines inducirigen@ cell polarization to mature T cell
subpopulations [3]. These cytokines are essertial fcell polarization: production of IL-12
and IFNy, on the one hand, and IL-4, on the other handgdrpolarization towards Thl and
Th2, respectively, while IL-23, IL-6 and TGFinduce Th17 and IL-10 induces regulatory T
cells (Treg) [4]. From an immunological point oéw, he contact between immature DCs and
bacteria is a Janus checkpoint inducing potenttalty opposite responses: (i) to recognize the
trillion of commensal bacteria and then to indudelerogenic response (Treg), but also (ii) to

identify pathogens among them to induce an adap&sponse by driving naive T cells in a
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specific subpopulation of T helper (Thl, Th2, ThIZ)}-[7]. These responses are tightly
regulated and a dysregulation of the gut microbingy induce several pathologies involving
T cell response and known as dysimmune diseasgsastallergy, inflammatory bowel disease

(IBD) and multiple sclerosis [8]-[10].

Probiotics have shown to be of particular intebegh microbiologically and immunologically.
According to World Health Organization (WHO) andlidated by a consensus document,
probiotics are “live microorganisms which, when aadistered in adequate amounts, confer a
health benefit on the host” [11]. Thanks to theMIPs, probiotics are recognized by DCs and
may induce either a tolerogenic or a specific imenuesponse. Lactobacilli are part of the
commensal bacteria and constitute one of the nsest gtrains as probiotids. vitro, some of
these strains modulate DCs and induce a regulegeponse by decreasing the secretion of pro-
inflammatory mediators and enhancing that of ILF1Z]—[14]. These strains are interesting in
pathology like IBD to regulate the excess of inflaation. However, they may also induce Thl
cytokine secretion [15], [16] and thereby be usechunterpart allergic symptoms or infectious
diseases. Lcr35, leactobacillus rhamnosustrain, is used since decades for the treatment of
post-antibiotic diarrhea. A first study was pubéghn 2011 aboun vitro effects of Lcr35 on
monocyte-derived DCs (moDCs) showing that high dasfethis strain induced moDC semi-

maturation with pro-inflammatory effects [17].

The aim of the present study was to characterz83 effects on both moDCs and T cells. We
investigated responses of these cells after comttista wide range of Lcr35 concentrations
using electron microscopy, flow cytometry, proldgon assays, cytokine assays and T cell
intracellular staining. Our results bring new infation on the usefulness of Lcr35 against

pathogenic infections.
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Material and methods

Bacterial strains and culture conditions

Lactobacillus rhamnosu35 (Lcr35) was grown overnight at 37°C in De MaagBsa,
Sharp (MRS) medium (BD Difco TM, BD diagnostics, pent-de-Claix, France). Bacterial
cells were harvested by centrifugation (8609 x gifanin), washed twice with sterile water
and resuspended in Phosphate Buffered Saline (FBp8gal density (OD) measurements were
performed at 620 nm to adjust the final concerdrgtinen the exact number of Colony Forming
Units (CFU) was determined by plating serial ddus of the inocula onto MRS agar plates.
Before being added to the cell samples, bacteria weactivated by exposure to UV-C for 1 h.
The effectiveness of the UV inactivation was eveddaby plating 20 uL of the irradiated

inocula onto MRS agar plates.

Ethics statement

The human cells used in this study were generated the leucodepletion filter of
healthy volunteers obtained from the local Frenldod agency (Etablissement Francais du
Sang, EFS, Saint-Etienne). It is a statutory remmpent that blood donors be given full
necessary information (article R.1221-5 of the Rubkalth Code, 12/01/2009 and 11/06/2006
decrees). Written informed consent was obtainethbyEFS from all volunteers involved in

our study.
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Obtaining of Peripheral Blood Mononuclear Cells KRBs)

PBMCs were obtained from leucodepletion filter hdalthy volunteers by Ficoll-
Histopaque (Sigma-Aldrich, St-Quentin Fallavieramiee) density gradient centrifugation.
Then, PBMCs were washed four times in PBS (Signdriéth) by centrifugation (10 min, 400
g) to remove platelets, then they were counted btalassez cell with an optical microscope.
Finally, depending on the experiment (see belovBMEs were resuspended at the final
concentration needed. For Mixed Leucocyte Rea¢MirR) experiments, some PBMCs were
frozen at 1.5 x 10cells/mL in Fetal Calf Serum (FCS, Biowest-Abcygyaillé, France)

supplemented with 10% DMSO (Sigma-Aldrich).

In vitro differentiation of moDCs

PBMCs were resuspended at a final concentratiord of 10 cells/mL in PBS
supplemented with 2% FCS and 1 mM EDTA (Sigma-Aldyi moDCs were purified by
negative selection using the EasySefjuman Monocyte Enrichment Kit, as recommended by
the manufacturer (StemCell Technologies, Grendhiance). Then, they were cultured for 5
days in RPMI 1640 (Pan-Biotech, Aidenbach, Germauayplemented with 10% FCS, 1% L-
glutamine (Sigma-Aldrich) and 0.5% penicillin-sttemycin (Sigma-Aldrich), in the presence
of 500 U/mL IL4 (Miltenyi biotec, Paris, France) 800 U/mL granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor (GM-CSF, Miltenyi biotecifter 3 days of incubation, one-half
volume of fresh culture medium containing 2X cortcations of IL4 and GM-CSF was added

to each well.
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Electron microscope observations of DC interactuith Lcr35

DCs obtained as previously described were plateé i12-well sterile plate at a
concentration of 1 x POcells/mL. UV-killed Lcr35was added to wells at a multiplicity of
infection (MOI) of 10 for 1 h (Scanning Electron &oscopy, SEM) and 0.01, 1 or 100 for 3 h
(Transmission Electron Microscopy, TEM). Cells wheevested, centrifuged (400 x g for 10
min) and rinsed with natrium cacodylate (0.2 M, pH) for 10 min, then fixed at 4°C overnight
with 1.6% glutaraldehyde in natrium cacodylate euffThe samples were then rinsed, post-
fixed with 1% osmium tetroxide (1 h, room temperajurinsed again, and dehydrated with
graded series of ethanol (70 to 100%) and eventudih hexamethyldisilazane. Finally, after
overnight evaporation, samples were placed on bSIeN filter and metallised with carbon
(40 sec). For TEM, dried samples were embeddedomiyanerized 2 mm thick Epon coating,
and ultrathin sections were picked up with Forme@ated copper grids (300 mesh). Sections
were counterstained with 4% aqueous uranyl acekie.negative staining, bacteria were
grown overnight in M63B1-0.4% Glu medium and negalii stained with 2% phosphotungstic
acid on Formvar-coated copper grids (300 mesh).gé®awere captured at the Centre
d’'Imagerie Cellulaire Santé (CICS) of the Univegsit Auvergne with a Jeol JSM-6060LV

(SEM) and a Hitachi H-7650 (TEM).

Analysis of DC maturation and viability

On day 5, the immature DCs from each well werevdsted, pooled, centrifuged and
reseeded in 12-well plates at 1 ¥ &6lls/mL. UV-killed bacteria were then added af10of
suspension per well to reach a final concentratioiging from 18to 10 CFU/mL,i.e.a MOI
between 0.01 and 100. Lipopolysaccharide (LPS) fiemtherichia coli(Sigma-Aldrich) at a

final concentration of 100 ng/mL was used as pasitontrol. Immature DCs without addition
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of LPS or bacteria were used as negative contidter 48 h of maturation at 37°C in a 5%
CO, atmosphere, DCs were collected, centrifuged asdspended in PBS with 1% bovine
serum albumin (BSA, Sigma). Cell surfaces werenstiiwith the appropriate fluorescence-
labeled murine antibodies: APC-Cy7-conjugated @mit4 (LPS co-receptorspecific of
monocytes), PE-conjugated anti-CD86 (co-stimulatmiglecule, activation marker), V450-
conjugated anti-HLA-DR, PerCP-Cy5.5-conjugated -&@SIGN (DC-specific ICAM-3-
grabbing nonintegrin or CD209, member of the CLRifg, specific marker of immature DCs),
Alexa Fluor® 488-conjugated anti-MR (Mannose Regeptrr CD206, member of the CLR
family, specific marker of immature DCs and macragds) and streptavidin APC-conjugated
anti-TLR4 (biotin antibody, an LPS receptor withtigation functions). Antibodies were
obtained from BD Biosciences, except anti-MR (Bgged, Ozyme, St Quentin Yvelines,
France). Corresponding murine isotype-matched amdlabeled antibodies (BD Biosciences
or Biolegend) were used as controls. The cells vaasdysed by a BD-LSRII flow cytometer
with FACSDiva Software 6.1.3 (BD Biosciences) a¢ {ICS. Fluorescence compensation
adjustments were performed with compensation beabielled with the appropriate
fluorochromes. Gates were set on living DCs basetheir forward/side scatter (FSC/SSC)
properties. The analysis was halted at a counf0®BDCs. The level of staining was expressed
as the mean fluorescence intensity (MFI). Cultungesnatants were collected and stored at -
20°C until cytokine analysis. To determine cellbiidy, LIVE/DEAD® dye (Fixable Blue
Dead Cell Stain Kit, for UV excitation Life techroglies) was added to cells and used as marker
of dead cells. DC mortality was assessed by gatggther dead cells and live DCs on
SSC/FSC diagram. Two other gates were createdtfiizngate to separate the two populations.
From the dead cell gate, cells that expressed LINFAD marker were considered effectively
dead. This dead cell number was expressed asoaofatie first created overall gate to obtain

a dead DC percentage.
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Lymphoblastic Transformation Test (LTT)

The mitogenic response to plant lectins, as plgraygglutinin A (PHA), is
conventionally used to measure cell-mediated imtgunimammals in general and especially
in humans (Li et al, 2011). This test is named logyte proliferation assay or lymphocyte
transformation test (LTT). It was performed herestady the functional properties of Lcr35
and especially its capabilities to modulate PHAuiced T cell proliferation. On day 1, PBMCs
obtained as previously described were adjusteddonaentration of 1 x f0cells per mL of
complete medium,e. RPMI 1640 supplemented with 10% FCS and 1% L-ghita. The cell
suspension was deposited in a 96-well sterile 6 pL per well). Each measurements was
done in triplicate. Polyclonal proliferation of lyghocytes was induced with 2 pg/mL of PHA
(Sigma-Aldrich). Cells without PHA or bacteria werged as a negative control and cells with
PHA without bacteria as a positive one. Lcr35 waddea to other PHA-treated wells to obtain
concentrations ranging from 3@ 10 CFU/mL. After 72 h incubation at 37°C under 5%L0
1 uCi of tritiated thymidine (Perkin Elmer, Courtauf, France) was added to each well and
the cells were further incubated for 4 h. Labelivags stopped by cooling the plate to 4°C. The
cells were then collected under vacuum onto a Waatfiiter paper and incorporation of
tritiated thymidine was measured using &ounter (Tri-Carb 2300TR, Canberra-Packard).
Proliferation results were expressed as mean cop@atsmin (cpm) values of triplicate
measurements. Identical incubations, however witlzaldition of tritiated thymidine, were
carried out in parallel to collect supernatants,cgokine quantification and indoleamine 2,3-
dioxygenase (IDO) activity. The same protocol, alsthout adding tritiated thymidine, was

done for LTT intracellular staining (see below).
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Mixed Leukocyte Reaction (MLR)

PBMCs were quickly thawed in water bath at 37°@ eesuspended with RPMI 1640
supplemented with 10% FCS and cultured overnigh8ZC in 5% CQ. PBMCs (16
cells/well) were cocultured in triplicate with afjeneic DCs (at a 10:1 ratio) matured under
different concentrations of Lcr35 (as previouslysdéed) in RPMI 1640 medium
supplemented with 10% FCS and 1% L-Glutamine. Adtergeneic PBMC-DC coculture for
5 days at 37°C (5% CQin 96-well round bottom plates, tritiated thynmdiwas added to the
wells for 16 h. Proliferation assay was performitentical incubations without tritiated

thymidine were carried out in parallel to colleetls for intracellular staining.

T cell intracellular staining

At the end of proliferation assays (day 3 and G5BT and MLR, respectively), cells
were stimulated again for 6 h by CytoStim (20 pt X6’ cells/mL, Miltenyi Biotec). After 1
h, Brefeldin A (10 pg/mL, Sigma) was added to eachli foe 5 h. Cell triplicates were then
harvested, pooled, fixed, permeabilized (FoxP3n8tgiBuffer Set Human, Miltenyi Biotec)
and stained. The cell surface was stained withahygropriate fluorescence-labeled murine
antibodies: VioBlue-conjugated anti-CD3, PerCP-agajed anti-CD4, VioGreen-conjugated
anti-CD8 (all from Miltenyi Biotec) and PE-Cy5-caigjated anti-CD25 (BioLegend).
Intracellular cytokines and transcription factorsrevstained with the appropriate fluorescence-
labeled murine antibodies: APC-Vio770-conjugatet-&Ny, PE-conjugated anti-IL-4, PE-
Vio770-conjugated anti-IL17A and APC-conjugatedi-&mxP3 (all from Miltenyi Biotec).
Corresponding murine isotype-matched and non-labedds were used as controls. The cells

were analysed by a BD-LSRIlI flow cytometer with F80iva Software 6.3.1 (BD
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Figure 1. SEM pictures of DCs after 1 h of exposure to Lcr35i) DC dendrite interacts with
Lcr35 (x10000). (i) DC dendrites catch Lcr35 (xDD). (iii) DC dendrites surround Lcr35
(x7000). (iv) DC starts to internalize Lcr35 (x700@) Lcr35 is internalized in DC and appears
under DC membrane (x6000). MoDC = monocyte derdeadritic cells.

Figure 2. TEM pictures of DCs after 3 h of exposure to Lcr35 Both pictures shows
internalized Lcr35 in DC (x7000). MoDC = monocyteriged dendritic cells.



Biosciences) at the CICS. Fluorescence compensaiinstments were performed with
compensation beads labeled with the appropriamdlthromes. Gates were set on T cells
based on their forward/side scatter properties. artadysis was halted at a count of 5,000 T

cells. The level of staining was expressed as th@miluorescence intensity (MFI).

Kynurenine and tryptophan assay for estimatiorDé activity

Frozen PBMC medium (200 pL) obtained after 72 tedl culture was rapidly thawed
and mixed to 15 pL of 0.37 mM 6-methyltryptophannf§RP) (Sigma-Aldrich), used as
internal standard, and 10 pL of 70 % perchloricl g&8igma-Aldrich). Then, the mixture was
shortly vortexed and allowed to stand at 4°C for rBbh to precipitate proteins. After
centrifuging the mixture for 20 min at 3000 g, tlesulting supernatant was carefully sampled

and directly submitted to kynurenine (KYN) and tiggphan (TRP) assay.

The latter was performed by reversed phase-HPL@regously described by Zhang et al.
(2009) with the following modifications. The chrotographic system consisted of PE LC-
250B analytical pump coupled with a Series 200 mated sample injector (PerkinElmer), and
an ODS Hypersil (250 x 4.6 mm, 5 um patrticle siegersed-phase column (Thermo Scientific,
Villebon sur Yvette, France). Detection of KYN, TRidd 6-mTRP was achieved using
PerkinElmer Series 200 UV/Vis spectrophotometer@iodie Array detector. KYN, on the one
hand, and TRP and 6-mTRP, on the other hand, veteetgd at 360 and 285 nm, respectively.
The system was monitored and the data were acqamddprocessed with the PerkinElmer
TotalChrom software. Chromatographic separationachseved by a gradient elution program
with a constant flow rate of 0.8 mL/min at ambiwhperature. After injection (20 pL injected)
the sample was eluted for 13 min with a mobile phamsisting of 100% of 15 mmol/L acetate

buffer (pH 4.0) and acetonitrile (90:10, v/v)(satv&\), followed with a 1-min linear gradient
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Figure 3. Surface phenotype of Human DCs after exposure for&h to a range of Lcr35
concentrations (CFU/mL). (A) Histograms represent MFI values of DC-SIGN &1id14 on
gated DC. (B) Histograms represent MFI values oB&@nd CD83 on gated DC. Data are
means (+ SEM) of measurements from 7 independgrarements. IMM-DCs: Immature DCs,
LPS-DCs: DCs matured by a 48 h exposure to 100n@rmdli LPS. Kruskal-Wallis test with
Dunn comparison * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p <1, as compared to the Imm-DCs.



to 80% of solvent A and 20% of acetonitrile/watéb:@5, v/v) (solvent B), then a 10-min
isocratic period with 80 and 20% of solvents A &(//v) and finally a 1-min linear gradient
to 100% of solvent A before re-equilibration to thaial condition for 5 min. Total run time

was 30 min.

For KYN and TRP quantification in samples, seriésnixed standard working solutions of
KYN, TRP and 6-mTRP with different concentratio@s5(- 26.4 uM, 0.5 — 26 uM and 25.6
UM, respectively) were prepared by extemporaneutsah of standard stock solutions (stored
at — 20°C) in 3% perchloric acid. A standard ditbgslution was run after every four sample
injections. IDO activity was estimated by calculgtithe ratio of KYN to TRP concentrations

in the culture medium of PBMC.

Cytokine quantification

For DC maturation experiments and lymphocyte ferdtion assays, 17 cytokines (IL-
1B, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-12(p70), IL-13, IL-17, G-CSF, GM-CSF, IFN-
v, MCP-1, MIP-B and TNFe) were quantified in supernatants using Bio-Plea Human

Cytokine 17-plex 1 x 96 kit (Bio-Rad) with a BioeRI® 200 (Bio-Rad).

Statistical analysis

All data were expressed as means + SEM. Afteawnad dispersion test, three different
statistical tests were performed. Two-way ANOVAmpibst-hocBonferroni test, Friedman’s
test with Nemenyi’'s group or Kruskal-Wallis testtviDunn test were used to analyze the
significant effect of bacteria on DCs or PBMCs withStat 7.5.2 software (Addinsoft, Paris,

France). P-values lower than 0.05 were considdegitscally significant.
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Figure 4: DCs viability after 48 h of exposure to a range ofLcr35 concentrations
(CFU/mL). Histograms show the dead cell percentage, catifabm SSC/FSC diagram and
live/dead marker. Data are means (+ SEM) of measemés from 11 independent experiments.
IMM-DCs: Immature DCs, LPS-DCs: DCs matured by ahd8xposure to 100ng/mE.coli
LPS. Kruskal-Wallis test with Dunn comparison * p0<05, ** p < 0.01, ** p < 0.001, as
compared to the Imm-DCs.



Results

Electron microscopy observation of Lcr35-DC intéi@ac.

In vivg, the first step of the immune response in thehepdal mucosa involves
interactions between bacteria and immature DCglingato bacteria’s internalization. To
mimic this initial phenomenom vitro, we put in contact DCs with Lcr35 during 1 to 3rida
captured SEM and TEM picturesfter 1 h SEM-produced 3D images showed Lcr35 chains
composed by a range of 3 to more than 10 bactettehewever apparent interaction with DC
dendrites (Fig. 1). SEM observation permitted tentify four steps of Lcr35 internalization:
(i) close contact between dendrites and Lcr35dg@ndrites catch Lcr35 and (iii) bring it closer
to DC, (iv) beginning invagination of DC membrarsesl (v) internalization with the bacteria
enveloped by DC membranes. TEM at 3 h confirmedptiesence of bacteria intracellularly
(Fig 2). DCs appeared to internalize Lcr35 easilyce, for instance, we estimated that
approximately 90% of DCs (at a MOI of 100) had intdized 6 to 20 bacteria per cells. As
also shown by Fig. 2, Lcr35 did not have to ocaura isolated form to be taken up by DCs

since part of chains were observable in DC vacuoles

Flow cytometric analysis of Lcr35 effects on DC pbggpe

During the immune response, bacterium internatimatould induce DC activation and
maturation, resulting in modifications of numeroosmbrane markers detectable by cytometry
techniques. As expected, immature DCs were hefraracterized by a high expression of the
receptor DC-SIGN and a concomitant low expressio@@83, CD86 and CD14, relatively to
their expression (Data not shown) in initial morntesy(Fig. 3a,b). At compared with immature

DCs, LPS-induced DCs expressed a phenotype chasticteof fully mature DCs with
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Table 1: DCs cytokine secretions after 48 h of exposure torange of Lcr35 concentrations
(CFU/mL). GM-CSF and IL-4 are OOR because of their presenttee culture medium. Data
are expressed with fold change of means (measutsnfram 6 independent experiments)
obtained with immature DCs. IMM-DCs: Immature DC®S-DCs: DCs matured by a 48 h
exposure to 100ng/mlE.coli LPS OOR: Out of Range. Kruskal-Wallis test with Dun
comparison.

IMM Ler3510°  Ler3510*  Ler3510°  Ler3510%  Ler35 107 LPS
Survey and expansion cytokines
IL-2 x1 x1.1 x1.1 x1.3 x2.9 (p=0.025) x5.3 (P<0.001) x3.8 (P=0.003)
IL-7 x1 x0.9 x0.9 x0.9 x1.2 x1.8 (P=0.007) x1.3
Systemic inflammation cytokines
IL-8 x1 x0.9 x0.9 x3.3 %28 (P=0.024) x48.3 (P=0.012) x62 (P=0.001)
TNF-a x1 x0.9 x0.9 x1.1 x13.4 x179 (P=0.005) x235 (P=0.004)
pro-Th1l Cytokines
IL-12(p70) x1 x1.4 x1.1 x2.8 x16.2 (P=0.02) x88.8 (P<0.001) x27.7 (P=0.008)
IFN-y x1 x0.8 x0.9 x0.9 x2.3 x6.6 (P=0.027) x6.6 (P=0.024)
pro-Th2 Cytokines
IL-13 x1 x1.2 x1.2 x1.4 x3.3 x7.1(p=0.002) x5.1 (P=0.003)
IL-5 x1 x1.1 x1 x1 x1.7 x1.8 x1.7
IL-4 x1 OOR> OOR> OOR> OOR> OOR> OOR>
pro-Th17 Cytokines
IL-1B x1 x0.9 x0.9 x1.1 x7.2 x42.1 (P=0.005) x7.2 (P=0.027)
IL-6 x1 x0.6 x0.8 x2.9 x18.4 x300 (P=0.008) x61.9
IL-17 x1 x1.2 x1.3 x1.2 x2.2 (P=0.019) x2.8 (P<0.001) x2.7 (P=0.001)
Anti-inflammatory Cytokine
IL-10 x1 x1 x1.1 x1 x2.9 %25.8 (P=0.007) x25.9 (P=0.004)
Monocytes and macrophages chemokines
MCP-1 x1 x0.7 x1 x1.9 x2.6 x1.9 x2.2
MIP-1B x1 x0.8 x0.8 x1.3 x9.2 OOR> OOR>

Growth factors
G-CSF x1 %0.9 x0.9 x1.2 x3.9 x62.6 (P=0.003) x6.2 (P=0.009)
GM-CSF x1 OOR> OOR> OOR> QOR> OOR> OOR>



increased levels of CD86 and CD83 (Fig 3a) assedtiaith decreased levels of DC-SIGN and
CD14 (Fig. 3b). On the other hand, DC incubatiotiow or medium doses of Lcr35 Cland
10° CFU/mL,i.e. MOI from 0.01 to 1) did not induce any significgttenotypical changes in
either membrane marker. Significant increasesDB8&and CD86 and decreases in DC-SIGN
and CD14 expression occurred simultaneously whertdmcentration of Lcr35 was raised to
10’ CFU/mL. However, as observed on Figs. 3a and@yagnitude of upregulation of CD83

and CD86 or downregulation of DC-SIGN by the lattes lower than that evoked by LPS.

Flow cytometric analysis of Lcr35 effects on DC tadity

Given the level of DC maturation caused by a higise of Lcr35, we verified the
absence of cytotoxic effect of the latter by usangability marker to gate out dead DCs in our
flow cytometric experiments. Immature DCs alone hbwost no mortality in contrast to DCs
exposed to LPS where the percentage of dead netisased from 0.5% to 9% (Fig 4). Among
the five concentrations of Lcr35 applied to DCslydhe highest one (YGCFU/mL) caused a

slight but significant increase in DC mortality th@ached 3.5% of the total population (Fig 4).

Cytokine secretion induced by Lcr35-DC interaction

In vivo,mature DCs migrate to secondary lymphoid orgadspaesent the antigento T
cells. During this interaction, DCs deliver thregnals, notably a cytokinic signal polarizing
the differentiation of lymphocytes into several gapulations. In ouin vitro mode] we studied
the effect of Lcr35 on DC secretion of 17 cytokimssumed to be of particular interest (pro-
inflammatory or not pro-Th, growth factor). Compayithe level of cytokines produced by DCs
after 48 h of exposure to 5 doses of Lcr35 rangiog 1C to 10 CFU/mL or maturation by

LPS to that produced by immature DCs revealed mifgignt increase for (i) IL-2, IL-8, IL-

142



30000 -
27000

24000 +

a
b b
b.c I I
21000 | c
18000 -
d
Z 15000 |
(W)
12000 -
9000 -
6000 -
3000 | .
0 | . ‘ ‘ . . . .
10° 10 105 106 107

PBMC PHA 2ng/mL

Ler35 (CFU/mL) + PHA 2pg/mL

Figure 5: Modulation of PHA-induced lymphocyte proliferation after exposure to a range

of Lcr35 concentrations Results are expressed in CPM. Data are meanstE(#) Sf
measurements from 15 independent experiments. GRint per minute; PBMC: PBMCs
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different superscript letters are significantlyfeient from each other.



12p70 and IL-17 at FOCFU/mL and (ii) IL-B, IL-2, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-12(p70), IL-

13, IL-17, G-CSF, IFN¢ and TNFe at 10 CFU/mL with fold increases comprised between
1.8 (IL-7) and 300 (IL-6) (Table 1). Overall, thesesults indicate that Lcr35 may affect

secretion of both pro- and anti-inflammatory cytws but also of pro-Thl, Th2, Thl7 and Treg
ones. Furthermore, IL-5 secretion was unchangeittsr dose of Lcr35, whereas changes in
IL-4, GM-CSF and MIP-f could not be evaluated because of out of rangeR)d€vels, as

predictable for IL-4 and GM-CSF which were addeth® medium.

Dose-dependent modulation in PHA-stimulated PBM&ifaration by Lcr35

To investigate lymphocyte activation, the nexssleal stage of the immune response,
we carried out functional tests of the modulatidétymphocytic proliferation by Lcr35, using
a model of PHA-induced T cell proliferation. Addingcreasing concentrations of bacteria to
the medium caused dose-dependent modificationslA&r&imulated lymphocyte proliferation
when compared with control proliferation assaysheiit bacteria. Particularly, significantly
increased proliferations were observed at the thoaest concentrations with a peaking
response of +44% at 1CFU/mL (Fig. 5). On the contrary, a dose of OFU/mL gave rise to

a significant inhibition of proliferation (-26%) ogparatively to control assays without bacteria.

Cytokine secretion by PHA-stimulated PBMCs expaseldcr35

To depict the type of immune response involvedrduthe Lcr35-dependent increase
in PHA-stimulated lymphocyte proliferation, secoetiof the aforementioned 17 cytokines was
assessed in culture supernatants. Fold changes evgnessed by comparing cytokine
secretions by PHA-stimulated PBMCs with and withbeit35 addition. As shown in Table 2,

10° to 1¢ CFU of Lcr35 per mL did not alter cytokine seavati except for IL-10 at fO
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Table 2 Cytokine production by PBMC exposed to PHA (2 pg/ml.and a range of Lcr35
concentrations.Results are expressed in fold change comparecctmsn(measurement of 3
independent experiments) obtained with PBMC stitedlavith PHA (2 pg/mL). OOR: Out of
Range. IL-6 > 28307 pg/mL, IL-8 > 29291 pg/ mL, MIP > 8589 pg/mL. Kruskal-Wallis test
with Dunn comparison.

PHA Ler35 102 Lcr35 10 Ler35 10° Lcr35 108 Lcr35 107
Survey and expansion cytokines
IL-2 x1 x0.8 x1 x1.1 x1.4 %2 (P=0.048)
IL-7 x1 x0.9 x1.1 x1.2 x1.4 x1.3
Systemic inflammation cytokines

IL-8 x1 OOR> OOR> OOR> OOR> OOR>

TNF-a x1 x0.6 x1.1 x1.7 x3.2 x6.1 (P=0,065)
pro-Thl Cytokines

IL-12(p70) x1 x0.8 x1.2 x1.4 x2.4 x2.4

IFN-y x1 x0.5 x0.9 x1 x1.6 x1.3
pro-Th2 Cytokines

IL-13 x1 x0.8 x0.9 x0.8 x0.6 x0.6

IL-5 x1 x1.5 x1 x0.5 x0.3 x0.3

IL-4 x1 x0.8 x1 x1 x1.2 x1.4 (P=0.061)
pro-Th1l7 Cytokines

IL-1B x1 x0.7 x1.3 %2 x3.7 %5.5 (P=0.05)

IL-6 x1 OOR> OOR> OOR> OOR> OOR>

IL-17 x1 x0.7 x0.8 x0.8 x0.8 x0.5

Anti-inflammatory Cytokine
IL-10 x1 x0.8 x1.1 x1.5 X2 (P=0,056) x1.5
Monocytes and macrophages chemokines
MCP-1 x1 x1.1 x1.2 x0.9 x1 x0.9
MIP-1B x1 OOR> OOR> OOR> OOR> OOR>
Growth factors
G-CSF x1 x0.8 x1.1 x1.2 x1.4 x1.4

GM-CSF x1 x0.6 x1 x1.1 x1.3 x2.5



CFU/mL (x1.5) by PHA-stimulated PBMCs. ILB1IL-2 and TNFe were the only three
cytokines significantly increased by Lcr35 at TWFU/mL with fold increases of 5.5, 2.0 and
6.1, respectively (table 2). These results indi¢htd Lcr35 could somewhat modulate the
proliferative effects of PHA on lymphocytes, essaht by stimulating pro-inflammatory
cytokines at high doses. As formerly explained,ngjes in IL-6, IL-8 and MIPi secretion

could not be assessed because of OOR levels.

Indoleamine-2,3-deoxygenase (IDO) activity afteffLwith Lcr35

To explore the effect of Lcr35 on IDO expressioe, treated PBMC for 72 h with a
range of Lcr35 doses in the presence of PHA 2ugnd_evaluated IDO activity through HPLC
assays of the kynurenine to tryptophan ratio inekieacellular medium. Compared to control
without bacteria addition, slight but not signéitd increases in IDO expression (+10.6% and
+33.5%) were measured in PHA-stimulated lymphocgtgsosed to low doses of Lcr35 £10
and 10 CFU/mL, respectively) (Fig. 6). Interestingly, amgnting the bacteria dose from>10
and up to 10CFU/mL evoked a dose-dependent decrease in ID@tgetinging from 1.3 to

5.0 fold, respectively.

Intracellular staining of CD4 T cells after LTT Wwit.cr35

In order to better identify Lcr35-modulated lymglgte subpopulations, intracellular
staining of CD4 T cells was done after LTT. Th12Thh17 and Treg cells were intracellularly
labelled with the specific cytokines or transcptifactors IFNy, IL-4, IL-17a and FoxP3,
respectively. Compared to PHA-stimulated PBMCs wuithLcr35 addition (control) PHA-
stimulated PBMCs exposed to >1CFU/mL of Lcr35 exhibited a substantial (+ 41.8%),

although not significant, increase in their conteftlFN-y (Fig. 7). No change in IFN-
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concentration was observed af TFU/mL so that the Lcr35 dose-dependent respoini&iNe
v in PHA-stimulated PBMCs looked like that of celbpferation (Fig. 5). Moreover, none dose
of Lcr35 yielded changes in IL-4, IL-17 and Foxe8dls in PHA-stimulated PBMC compared

to control (data not shown).

Dose-dependent modulation of PBMC by Lcr35-matiéd

DCs play a key role in antigen presentation. Westigated the effect of Lcr35-induced
DC maturation (results shown previously Figure B)tlee proliferation of thawed allogeneic
PBMCs (essentially lymphocytes) by using a Mixedkacyte Reaction (MLR) procedure. As
shown in Fig. 8, the pattern of tritiated thymiglimcorporation by the celtsughly resembled
that previously found in LTT experiments on PHAvualiated PBMCs exposed to various doses
of Lcr35 (Fig. 8). Indeed, comparatively to immatudCs, Lcr35-matured DCs exhibited a
proliferation (i) unchanged after previous exposiwrd® CFU/mL dose of bacteria and (ii)
significantly increased at higher doses of Lcr38wai peak at TOCFU/mL. Compared to LTT
experiments, the MLR ones did not display a sigarit decrease in lymphocyte proliferation

at the 10 CFU/mL dose of Lcr35.

Intracellular staining of CD4 T cells after MLR Wwit_.cr35-matured-DC

With the same purpose than for LTT, intracell@wiokine staining of CD4 T cells was
performedin the MLR experiments. Once again, a significamcrease in IFN+ staining was
achieved in DCs exposed to®10FU/mL of Lcr35 unlike any other dose, as compantl
immature DCs (Fig. 9). None effect of Lcr35 concativons was also observed on IL-4, IL-17

and FoxP3 (data not shown).
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Discussion

Many studies on probiotics have shown their imguartrole against several diseases
such as IBD, antibiotic associated diarrhea (AADpstridium difficile infection, allergy,
autoimmune disease [18]-[22]. Probiotics have Ibaitteriological effects by degrading toxin
receptor and immunological effects by stimulatinG Bnd T cells or inducing a tolerogenic
effect with secretion of anti-inflammatory cytokseuch as IL-10 [23]. Lcr35 has been proved
to survive in the human gastrointestinal tract anditro studies demonstrated its ability to
inhibit pathogen adherence to Caco-2 cells and tird@4]—-[26]. Moreover, Evrarcet al
showed that Lcr35 could induce semi-maturation &@sDand pro-inflammatory cytokine
production [17]. Interaction of probiotic strainsttvDCs and PBMCs has been previously
reported, but its impact on DC maturation, cytolseeretion or induction of T cell proliferation
was strain-dependent [27], [28]. We therefore aitoezharacterize the specific effects of Lcr35

on immune cells like DC, PBMC and T cells.

We first carried out an electron microscope stufliya35-DC interactions, the first stage of
the immune response, to determine DC ability tdw&pand internalize the probiotic. Using
SEM and TEM we presently shows that human moDC riksdcan interact with Lcr35
allowing its internalization, despite the tendermdythis bacterium to form chains. This
phenomenon happened quickly, being observable Hitef contact and with almost every DC
having internalized Lcr35 after 3h. Foligaeal. have previously reported the ability of mouse
Bone Marrow DC (BCDC) to internalize a strainlofrhamnosugLr32) [29]. The receptors
involved in theLactobacilliuptake by DCs are so far unknown, but they likifier according

to the pro-tolerogenic or pro-inflammatory effe€tloe bacteria strain on DC maturation state

[13], [30].
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We then studied the impact of Lcr35 internalizatmm DC maturation. Immature DCs are
known to generally promote a tolerogenic responkeregas mature DCs generally induce a
strong inflammatory response. Semi-mature DCs alisvy between immature and mature
DCs and may simultaneously evoke both responsés@8it current results indicate that Lcr35
internalization can induce changes in DC phenotypasiose-dependent manner by enhancing
CD86 and CD83 markers and decreasing DC-SIGN ant4Cihich is characteristic of DC
maturation. Those agree well with previous rep&ms our group [17], showing thatLcr35
induced a semi-mature maturation of DCs when coetptw LPS positive control or to the
effect of pathogens lik&. pneumoniaer C. albicans[32]. Furthermore, our current work
evidences a strong Lcr35 dose-dependent increabe systemic inflammation cytokines IL-
1B, TNF-o and IL-6, as well as the pro-Thl cytokines Iffldnd IL-12p70 and the neutrophil
chemokine IL-8. Likewise, the main anti-inflammatozytokine 1-10 exhibited a similar
induction supporting that the dose-dependent imrstimoilation of DCs by Lcr35 most
probably involved a moderate pro-Thl response awect with IL-10 secretion. This
corroborates earlier data from a Finnish team shgwisemi-mature DC maturation and a low
cytokine proliferation by another strain &f rhamnosuscomparatively to the pathogen
Streptococcus pyogeng3]. In fact, each probiotic strain is known tauce specific immune
responses: for example casej L. gasserandL. johnsoniican elicit a pro-Th1l phenotype with
an important secretion of 1L-12p70 or IFNand almost no increase in IL-10 wherdas
plantarumor Bifidobacterium (B.) adolescenttsin display a tolerogenic effect with a strong
secretion of IL-10, unlike IL-12p70 [15], [16]. Hawer,B. bifidumwas shown to induce a pro-

Th17 response [34], [35].

In the present study, two models were developestudy the modulatory effects of Lcr35
concentrations on immune cells. First, LTT perrtotebserve these effects on the proliferation

of PHA stimulated-PBMC. PHA is known to nonspedflg stimulate T cells through its
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binding to T-Cell Receptor (TCR) and TLR4 [36], [3PHA binding to TCR commonly
induces NF¢B, NF-AT and AP-1 signaling pathways [38]. Depemgdon its concentration,
Lcr35 was observed here to modulate PHA effectbabty either by enhancing or decreasing
these pathways. Our second model, MLR, permittéddias on the impact of Lcr35 on the next
step of the immune response encompassing antiggsemqation by DCs to T cells. For that
purpose, Lcr35 was put in direct contact with moB&@ 218 h assuming that phenotype changes
of the latter might modulate T cell proliferationeated by an allogeneic conflict. Despite
differences between LTT and MLR in the stimulatievels, both models yielded similar results
on the modulation of PBMC proliferation by Lcr35noentration with an increase and decrease
at 1¢ and at 10 CFU/mL of bacteria, respectively. The profile &MC proliferation differs
from that of maturation of DCs. In 2011, &t al showed that various concentrations of the
probioticsL.acidophilusandB. bifidusinduced different responses on PHA-stimulated PBMC
as observed in our study, with an inflammatory eftg low concentrations and attenuation of
the mitogen-overactive immune response at high emnations [39]. Lcr35 is at the
concentration of approximately 2GFU/mL in the probiotic commercial product Bac#orin

Vivo investigations remain to be carried out to deteentime amounts of this strain actually
present in the gut and in contact with the immustesn following Bacilor® intake. We think
those amounts might be low and correspond to thvecloncentrations used in our vitro

models.

Collection of immune cells and staining of membramerkers (CD3, CD4, CD8 and CD25),
and intracellular cytokines and transcription fastdFN-y, FoxP3, IL-4 and IL-17), allowed

to identify which T cell sub-populations were stiated by Lcr35 in our MLR and LTT models.
A pattern exactly similar to that of cell proliféi@an modulation could be observed, with
increased and decreased production of yRE-Th1 cell marker) at 2@&nd 16 CFU/mL of the

probiotic, respectively, as previously observed_bgt al So, depending on its concentration
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Lcr35 could be pro- or anti-inflammatory, showirgaa how it is essential to know the bacteria
concentration in contact with DCs in the gut. Indiea lowin vivo concentration of Lcr35
conferring a pro-Thl profile could be used to sfjjlegagainst allergy whereas a high one

conferring a more tolerogenic state could be ugihat a dysimmune disease such as IBD.

Increased IDO activity has been associated wigtréglenic immune responses and inhibition
of T cell proliferation [40]-[42]. In our experim&t models, IDO activity was augmented at
low doses of Lcr35 where T cell proliferation arktNly level were at the highest. This was
coherent with previous reports by others of IDOrespion upon activation of IFN{43]. Our

data suggest that IDO would exert a feedback cbeffect on the inflammatory response

induced the IFNy secretion in the presence of low doses of Lcr35.

To sum up, we demonstrated that Lcr35 is ableto Interactionn vitro with adaptive
immune cellspnamely DCs and PBMCs. More particularly, we shottedexistence of a direct
specific effects of Lcr35 on immune cells througmsilation of DC maturation and production
of pro- or anti- inflammatory cytokines in a dosgpdndent manner. Moreover, Lcr35 was
found to modulate T cell proliferation after an ggaous stimulation or an allogeneic conflict
with a pro-inflammatory or an anti-inflammatory &gt at a low or high dose, respectively. The
pro-inflammatory effect of Lcr35 was concomitantat@hift toward pro-Thl cells while IDO
activation indicated a feedback control by DCs ¢airteract the onset of an inflammatory
response. Further investigations on a diffenenitro model are required to better decipher this
effect. Particularly, it would be worth using a tdionensional co-culture system with Lcr35 in
direct contact with epithelial cells at their apigaole. This will allow to constitute a
microenvironment at their basal pole by additionnefature DCs. We hypothesize from the
present data that Lcr35 intake could be tuned dermto provide local concentrations able to
thwart allergic reactions by modifying the Th1/Tb&@ance or certain infections inducing low

or no inflammation such as bacterial vaginosis ftiilya@cing an adaptive immune response.
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Figure 33. Récapitulatif des résultats obtenus aprés nos expgrentations in vitro sur le
Lcr35.



Les principaux points a retenir de cette étude (Figre 33)

Sur la réponse des cellules dendritiques :

- Le Lcr35 prend une conformation en chainettedghacela, les DC sont capables d’interagir

avec le Lcr35 et de l'internaliser de facon effeac

- La maturation qui s’ensuit est dose-dépendanfailfe dose, le Lcr35 n'a pas d'effet sur les
DC alors gu'il enduit une semi-maturation a fortesel.

- Le Lcr35 n’est pas toxique pour les DC, car ihduit pas d’augmentation de la mortalité.

- A forte dose, le Lcr35 induit la sécrétion de mweuses cytokines pro- et anti-inflammatoire.

Sur la réponse des PBMC :

- Le Lcr35 induit une modulation de la prolifératidose-dépendante avec une augmentation a

faible concentration et une inhibition a forte centation.

- La sécrétion de cytokines induite par le Lcr356 fagble, excepté a forte concentration, a
laguelle il y a une augmentation de la sécrétiomME-a, d’IL-1 et d’IL-2.

-Le Lcr35 module les sous-populations lymphocytaifeavec le méme profil que celui de la
prolifération : une augmentation des Ly Thl a faibbncentration et une inhibition a forte
concentration de ce profil.

Le Lcr35 a des effets doses-dépendants différenfisnetion des cellules étudiées. Il a un effet

pro-inflammatoire et pro-Thl dose-dépendant. Cemtposeront approfondis dans la

discussion.
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Figure 34.Effets du Lcr35 sur la maturation des DC infectéepar G. vaginalis. Les DC ont
été incubées avés. vaginalisseule (18a 10 cfu/ml) ou co-incubées av& vaginalis+ Lcr35
(10° cfu/ml). L'expression de Deux marqueurs de mainmatdes DC, le CD86 (A) et le HLA-
DR (B) ainsi que trois marqueurs d'immaturité deS,De DC-SIGN (C), le récepteur au
mannose (D) et le CD14 (E) par les DC ont été étadi CMF. Les résultats sont exprimés en
pourcentage d’expression par rappdgt aaginalis seule. Chaque concentration@esaginalis
seule est comparée a la co-incubation du Icr35°aCHUJ/mL avec la concentration @&
vaginalis correspondante. N=5.



Résultats complémentaires

Dans les deux articles précédents traitant.deaginaliset du Lcr35, nous avons étudié
ces deux bactéries séparément. Nous avons pu mguéees deux bactéries avaient des effets
différents sur la réponse immunitairés. vaginalisle stimulant trés peu, étant presque
indétectable, alors que le Lcr35 était globalememhuno-stimulant, avec un profil pro-Thl
dose-dépendant. Afin de mieux caractériser lestseiffemunomodulateur du Lcr35 et de
confirmer ou non la pertinence, d’'un point de voeniunologique, d’utiliser ce probiotique
dans le traitement de la vaginose bactérienne, avoiss étudié les effets de ces 2 bactéries
'une envers l'autre. En effet, il semble importdianalyser I'effet que peut avoir le Lcr35 sur
le systéme immunitaire en présenceéxde/aginalis,avec I'hypothése que le Lcr35 permettrait

de stimuler la faible réponse immunitaire induigée @. vaginalis

Pour étudier cela, les mémes expériences (TTL, MhRrquage intracellulaire) que celles
effectuées dans les premieres publications segahisées au sein du laboratoire en co-incubant
les deux bactéries. Les premiers résultats préselatiés cette thése concernent la maturation
des DC apres 48 h de contact avec le Lcr35 (MQAl)det G. vaginalis(MOI de 0,01 a 100),
tous deux inactivés par les UV. Nous avons chaisiOl de 1 car cette concentration de Lcr35

a montré des effets importants de stimulation gedéfération et de la sécrétion d’'IFN-

Dans la figure 34, nous avons comparé I'effet déérdntes concentrations d&. vaginalis
seule sur la maturation des DC avec la concentraborespondante d&. vaginalisco-incubé
avec le Lcr35 a la MOI de 1 (Figure 34). Nous averprimé les résultats en pourcentage
d’expression en prenant la concentration&dderaginaliscomme base et nous avons observé
'augmentation et la diminution, en fonction desrgueurs, de ce pourcentage d’expression.
Concernant les marqueurs de maturation des DCanidesCD86 et le HLA-DR, nous avons
observé a toutes les concentrations une augmant@id'expression pouvant atteindre entre
60 et 80 % aux fortes concentrations, due a laepieesdu Lcr35 (Figure 34 A et B). A l'inverse,
une diminution de I'expression des marqueurs d’itamitg que sont le CD14 et le récepteur
au mannose est observée entre 30 et 45% en fodlgti@concentration d&. vaginalidorsque

le Lcr35 est ajouté dans le milieu (Figure 34 DEgt L'effet observé sur le DC-SIGN est
différent des deux autres récepteurs aux faiblasarttrations car il y une faible augmentation
de ce marqueur. Aux fortes concentrations une ditiin d’expression est retrouvée mais plus
faible, a hauteur de 10 %. Ces résultats peuvexxpkquer par le fait que l'intensité de
fluorescence exprimé en MFI du Lcr35 a la MOI deolir ce marqueur est élevée.
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Figure 35. Analyse de I'effet additif ou synergique de la coaicubation de G. vaginalis et

du Lcr35. Deux marqueurs de maturations, le CD86 (A) et |IéAHDR (B) ainsi que trois
marqueurs d’'immaturité, le DC-SIGN (C), le réceptau mannose (D) et le CD14 (E) ont été
couplé a des fluorochromes et étudiés en CMF. ésdtats sont exprimés en MFI a laquelle a
été soustraite la valeur des DC immatures. Chagmneentration deG. vaginalis en co-
incubation est comparée a la valeur théoriqueadidition des MFI du Lcr35 a Y@FU/mL et

de la concentration correspondantez®aginalis. N=5.



Nous avons donc montré dans cette expérience querdsence du Lcr35 permettait
d’augmenter la maturation des DC, presque inexistanecG. vaginalisseule. Nous avons
donc cherché a savoir si I'effet de la co-incubatiiu Lcr35 et dés. vaginalisétait additif,
c’est-a-dire que I'activité de I'un et de l'autradditionnait ou si ces deux bactéries pouvaient
agir en synergie. Pour cela, nous avons donc canmeaintensités de fluorescence émises par
chaque marqueur lors de la co-incubation avec itexiddes intensités de fluorescence des
mémes marqueurs, obtenus avec le Lcr35 a une MOptigs la concentration d&. vaginalis
correspondante (Figure 35). Cependant avant de ¢eaite comparaison nous avons soustrait
aux valeurs de MFI de chaque concentration, I'isiténde fluorescence émise par les DC
immatures pour chaque marqueur. C’est pourquatglisité de fluorescence des marqueurs de
maturation sont positifs alors que celle des rémgptmembranaires sont négatives. Nous avons
observé pour le CD86 qu’aux faibles concentratlat®-incubation et les valeurs additionnées
sont égales alors qu'il y a une légére augmentatefiintensité de fluorescence aux fortes
concentrations lors de la co-incubation (FigureA35Concernant le HLA-DR, sont observés
les mémes effets a faibles concentrations que [go@D86, cependant a ACFU/mL, on
retrouve bien une augmentation de la valeur dedacubation mais pas & 1GFU/mL ol la
valeur de co-incubation n’atteint pas celle dediidn des valeurs de Lcr35 et Ge vaginalis

10" CFU/mL (Figure 35 B). Au sujet du récepteur au nume et du CD14, les profils sont
identigues a savoir, un effet supérieur de la coddation est observée aux faibles
concentrations mais pas aux fortes, a I'inversentgsjueurs de maturation (Figure 35 D et E).
A la vue de ces quatre résultats, les effets d@89.et deG. vaginalissur la maturation des DC
seraient plutot additifs que synergiques. Polr@eSIGN, le profil est différent, car il semble

y avoir un effet antagoniste de la co-incubationrppport aux bactéries seules (Figure 35 C).
Comme nous l'avons vu pour la figure précédente, peut s’expliquer par une intensité de
fluorescence du Lcr35 a AGFU/mL seul supérieure aux DC immatures, qui njastretrouvé
lors de la co-incubation.
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Discussion générale

Le principal objectif de ce travail était de détarer les effets différentiels que peut
avoir un pathogene vagindh. vaginalis et une souche de probiotique, le Lcr35, sur I€s D
humaines et les lymphocytes T CD4. Pour cela, agass étudién vitro les différentes étapes
caractérisant la réponse immunitaire médiée pabD{@sde linternalisation des bactéries par

les DC aux sous-populations lymphocytaires engexsdré

La réponse immunitaire induite par G. vaginalis

Nous avons montré que. vaginalisavait la capacité d’'interagir avec les DC et d'étre
internalisée. L'internalisation de cette bactéra fes cellules de 'immunité, dont les DC,
n'avait pas encore été démontrée dans la littérae ce fait, nous apportons un coté original
dans notre étude. De plus I'étude de l'internalisanous a permis d’observer la formation
d’amas par cette bactérie. Bien gu'’il soit conne Gu vaginalisait la capacité a former des
biofilms, il est intéressant d’observer ce phénoigrvitro. L'internalisation des. vaginalis
par les DC a pour conséquence d’induire des chasgsnphénotypiques dose-dépendants
mais de faible amplitude sur les moDC et d’'indpiagallélement la sécrétion de cytokines a la
fois anti- et pro-inflammatoire. En effet, les ridats obtenus montrent qu'a faibles
concentrationsG. vaginalis n'a aucun effet détectable sur les moDC tant aweauv
membranaire qu’en terme de sécrétion. A forte catnagon, a une MOI de 10@. vaginalis
est toujours peu internalisée comparativement atia especes bactériennes et induit une
maturation modérée des DC ainsi qu’une tres fabteétion de TNF; d’IL-10, d’IL-12p70
et d’'IFN-y. Pour analyser ces résultats, nous pouvons lepa@mavec deux études de la
littérature. Ce sont les seules études se rappmbdeala notre, bien qu’ils aient étudié I'effet
deG. vaginalissur la réponse cytokinique d’une lignée monocytdé® THP-1, et non des DC.
En résumé, Dans la premiere étude, il a été mone6. vaginalis,mais aussi son surnageant
de culture, avait la capacité d’induire de facgm#icative la production de TNE-ar la lignée
monocytaire THP-1 (Zariffard et al., 2005). Dansdéaonde étud&. vaginalisa démontré des
capacités a induire la sécrétion de TWFFIL-1p et d’IL-18 également par les THP-1 (Vick et
al., 2014). Ces deux études concluent donc a wet pfb-inflammatoire dés. vaginalis
Cependant, il existe de nombreuses différences ees modeles d’étudesvitro et le notre.
Cette discussion va nous permettre de détailleréggltats obtenus par ces auteurs ainsi que

leur méthode d’étude pour les comparer a ce que aoons obtenu. En effet, leur principale
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conclusion est qués. vaginalis est reconnue comme pro-inflammatoire, nos résultats
différents, tendent a démontrer qu'au contrairecgra I'utilisation d’'une large gamme de

bactéries(s. vaginalis est non ou tres faiblement inflammatoire.

Tout d’abord, le principal point commun est quagiees deux études la souche utilisée
est la méme que la noétre. Il s’agit de la souch&degaginalisATCC 14018. Cette souche
exprime les trois facteurs de virulence connusaah@. vaginalispathogene. En effet, cette
souche exprime des genes potentiellement impoptaunt la formation de biofilm comme les
glycosyltransferases, mais aussi des genes codantpili facilitant I'adhésion aux cellules
épithéliales. De plus, elle exprime des genes dgaaur la vaginolysine, et pour des enzymes

impliquées dans la dégradation de la mucine (Yeoshah, 2010).

Nous avons ensuite analyse les différences easrétades et la nétre. Dans un premier
temps, le modeéle cellulaire est différent. Alorg quous avons utilisé des moDC provenant de
PBMC, les deux autres équipes ont étudié une lign@®ocytaire, les THP-1. L'utilisation de
moDC pour étudier la réponse immunitaire induite yoa pathogene est un modéle commun
utilisé dans un grand nombre d’études. En intradoctnous avons montré que les moDC
produites in vitro étaient proches des DC dérivées des monocytes dansontexte
inflammatoire ou infectieux, appelées DC inflamnira® Lors d’une infection vaginale,
comme la vaginose bactérienne, il est donc probdéleetrouver ce genre de DC dans la
mugueuse vaginale, faisant des moDC un modéledétahérent par rapport aux objectifs de

ce travalil.

Dans un second temps, l'utilisation faite @e vaginalisest différente. Dans notre
modéle,G. vaginalisest inactivée par exposition & des UV. En effethd8res de culture sont
nécessaires pour étudier la maturation des DCo& les laissions vivantes, nous obtiendrions
un bouillon de culture au bout des 48 heures irgisne forte cytotoxicité. Elles sont ainsi
inactivées dans le but d’obtenir une concentrafin@ de bactéries au contact des moDC.
Travaillant sur une large gamme de bactéries danbut d’étudier une réponse dose-
dépendante, cet aspect nous paraissait essemibinite étant que nous nous affranchissons
des molécules potentiellement sécrétéespamaginalis Des travaux paralléles menés au sein
du laboratoire nous ont montré que, méme inacties pathogénes comr@e albicanset K.
pneumoniag@ouvaient induire une maturation trés forte ainsuge sécrétion significative de

cytokines pro-inflammatoires. Les résultats obtesnexG. vaginalissont donc trés différents
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des résultats obtenus classiquement dans notreataive avec ce modéle. Zariffard et Vick
ont travaillé sur une seule concentration de bestéivantes. Zariffar@t al. ont étudié I'effet

de G. vaginalisvivante a une MOI initiale de 200 pendant 48 heuressécretion de TNE-
dosée est tres élevée (proche de 0 pg/mL pourlieungie culture seul a 2942 pg/mL pdsir
vaginaliset 300 pg/mL pour un commensal vagibakrispatu3, mais les milieux de culture
étant riches en nutriments, il aurait été inténeisda connaitre la véritable MOI dans les puits
de culture au bout des 48 heures de culture. d@st licite de s’interroger sur la pertinence
clinique de ce modele qui utilise une si forte @ntcation bactérienne au contact de monocytes.
L’effet du surnageant de culture conditionné&deaginalisa aussi été mis au contact des THP-
1 pendant 48 heures. Il a été montré une augmentatin significative de la production de
TNF-o. Cette sécrétion était environ 5 fois inférieuae rapport a celle induite p&. vaginalis
vivante. Dans la seconde étude, V@tkal.ont misG. vaginalisvivante au contact des THP-1
pendant 12 et 24 heures a une MOI comprise ergtel8. La encore, les bactéries ont donc eu
le temps de se multiplier et d'augmenter la MOlledgans les puits de culture. Dés 12 heures
de coculture, il est observé une sécrétion de TNée 400 pg/mL a TO a 1500 pg/mL a T12)
qui se maintient a 24 h. L’augmentation de la d&éle I'lIL-1f et de I'lL-18 apparait a partir
de 24 h (de 50 pg/mL a 900 pg/mL et de 0 pg/mL gpdg0mL respectivement). A cette
concentration de bactérie inactivée nous n'avosopaervé d’augmentation de la sécrétion de
TNF-o aprés 48 h de culture. Dans ces deux études ssaegecytokines pro-inflammatoires
ont été doseées. Il aurait été intéressant de coarles effets d&. vaginalissur la sécrétion
d’IL-10 par exemple. En effet, dans notre modedelles la production d’IL-10 est augmentée
significativement a forte concentration. De ples Auteurs n’'ont pas regardé 'aspect dose-
dépendant de la réponséavaginalis seules des concentrations fortes de bactériemtés

ont été utilisées, or nous savons que la quantitadtéries au contact direct des cellules de
immunité a un impact important sur la nature daéponse apportée. De plus, nous avons
comparé nos résultats de CMF et de dosage de ngohkivec d’autres bactéries et levures plus
inflammatoires, ce qui apporte un aspect relaté ges études n’ont pas, sinon nous aurions

aussi pu conclure a I'induction d’'une inflammatjmar G. vaginalis

Les résultats obtenus avec cette bactérie vivatrawec le surnageant de cultureGle
vaginalisdans ces études signifie que la production de roktad, d’enzymes ou de toxines
pourrait jouer un réle dans I'induction d’'une répennflammatoire. Il serait donc intéressant,
en parallele de nos résultats d’étudier dans nafehas I'effet du surnageant de cultureGle
vaginalisafin de déterminer I'impact sur les DC des prodsiésrétés par la bactérie.
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En plus des articles portant sur les THP-1, ungp&gaméricaine s’est intéressée a
I'effet sur les moDC non pas d&. vaginalisseule, mais a celui du liquide cervico-vaginal
prélevé chez des femmes ayant une vaginose bawtéridlous avons vu que la vaginose
bactérienne est une dysbiose de la flore vaginates daquelle le nombre de lactobacilles
diminue et la quantité de bactéries anaérobies antgr{St. John et al., 2007). Or nous avons
vu dans lintroduction bibliographique que la floraginale lors d’une vaginose est anaérobie,
polymicrobienne, d’'une grande diversité, dont 35eess uniques, avec prédominanceésde
vaginalis mais aussi présenceAd’ vaginag P. bivia.... (Fredricks et al., 2005). Ces
préléevements riches en bactéries ont été mis atactonle moDC et comparés a des
prélevements de liquide cervico-vaginal de femnases. Le modéle est donc identique au
notre d’un point de vue cellulaire, néanmoinsiffiede en cela qu’'un grand nombre de bactérie
se retrouve au contact des moDC a des concensai@nous ignorons. lls ont ainsi démontré
gue le liquide cervico-vaginal de femmes ayant wenginose déclarée induit une maturation
des moDC et une induction des cytokines IL-12 e23L.comparativement a celui des femmes
saines. Les auteurs ont donc conclu a un effetnfl@mmatoire du liquide cervico-vaginal de
femmes ayant une vaginose bactérienne. Cependags analyse de leurs données, nous
pensons qu'il est possible dans ce cas de pari@atigration incompléte, car elle ne représente
gue le pourcentage de 50 % de la maturation inghaitde LPS qui est le témoin positif. De
plus, le pourcentage de maturation est simplemeumblé par rapport a la maturation induite
par le liquide cervico-vaginal de femmes sainesmaduration induite par le liquide cervico-
vaginale de femmes saines représente donc 25%nadatlaation induite par le LPS. Elle peut
étre considéerée comme faible, si on la compare@dtats que nous avons obtenus au sein du
laboratoire, en mettant par exemple différentescentrations deC. albicansinactivée au
contact des moDC. Concernant la sécrétion de 2p7D que nous avons aussi dosée, leurs
résultats indiquent une forte augmentation (x18pd®crétion entre les deux types de liquide
cervico-vaginal, que nous n’observons pas dang madidele. Les auteurs ont donc conclu d’un
effet pro-inflammatoire. Cependant, en regardanés$eltat médian et non plus moyen de cette
sécrétion, il est possible de s’apercevoir, qustliaférieur a 100 pg/mL et proche de celui des
femmes n'ayant pas de vaginose. Cela signifie guikglide cervico-vaginal de quelques
femmes ayant une vaginose a induit cette sécrdtlbril2p70, pour les autres il n'y a pas eu
de forte augmentation de la sécrétion d’'IL-12p7€ci@eut s’expliquer par la composition de
la flore au moment du prélévement et de sa richesge biviapar exemple, qui est riche en
LPS et plutét inflammatoire. Un paralléle peut &txieavec I'étude de Libby et al., en 2008 qui
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a montré queéA. vaginaeinduit la sécrétion d’'IL-6 et d’'IL-8 par des VK2 dacon dose-
dépendante (Libby et al., 2008). Il est donc pdesik supposer qu’une flore vaginale enrichie
enA. vaginaepeut induire la sécrétion de ces deux cytokinesisztte étude, une nouvelle
fois, I'lL-10 n’a pas été dosée. De plus, il ausd# intéressant de comparer les effets observés

avec des pathogénes connus, colonisant la floiealagors d’'une vaginose.

Dans cette étude la concentration bactériennkaoteontact direct des moDC n’est pas
connue, mais doit étre tres élevée. En effet,geidie cervico-vaginal de femmes ayant une
vaginose bactérienne contient une flore polymorbhe grand nombre de bactéries anaérobies.
De plus, il a été démontré par PCR en temps rffeteée sur un culot bactérien obtenu a
partir de 10 mL de liquide cervico-vaginal, dBevaginalisétait en moyenne présente a hauteur
de 1,3.1€° bactéries dans le liquide cervico-vaginal de fesiagant une vaginose (Zariffard
et al., 2002). Dans notre modéle, nous utilisomaroe concentration la plus élevée, 1.10
CFU/mL deG. vaginalisseule. La quantité bactérienne au contact des medd@onc bien
différente entre notre étude et celle de St Jihal,. Nos conclusions sont donc différentes et
peuvent s’expliquer par cette différence de comaéinh bactérienne et du nombre de bactéries

utilisées.

Notre conclusion suB. vaginalisest de dire qu’elle est peu ou pas inflammatoiresda
notre modéle car, en analysant les fortes conderisade bactéries mises au contact direct des
moDC, la réponse reste faible et dose-dépendantdiéh qu'il soit compliqué de déterminer
la concentration de bactéries au contact direct @Esin vivo, nous pensons que les
concentrations les plus faibles que nous avonséiskrait plus a méme de refléter la réalité du
fait de la constitution anatomique de la muqueusginale. L’hypothese étant que grace au
mucus et a la barriere épithéliale, les concewinatide bactérieim vivo, au contact des DC
situées dans la muqueuse sous-jacetb@/ent étre relativement faibles. C’est pourquoi,
contrairement aux autres équipes, ne sachant pascartitude les véritables concentrations

Vivo, nous avons fait le choix d’utiliser une gammedéade concentrations bactériennes.

Dans un second temps, nous avons aussi étudet BelG. vaginalissur la prolifération
lymphocytaire et sur la sécrétion cytokinique ¢ae¢ompagne. Dans un modeéle de stimulation
des PBMC par la PHA, nous n’avons observé aucurtéficetion de la prolifération pour des
concentrations deG. vaginalis allant de 18 a 16 CFU/mL et seulement une légére

augmentation significative de la prolifération iftéupar une concentration de’10FU/mL.
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Les publications s’étant intéressées a I'effeGdeaginalissur la réponse des THP-1 n'ont pas
de résultats sur la réponse lymphocytaire. Cepan@arohret al, ont analysé I'effet de la
maturation des DC au contact de liquide cervicanalgde femmes ayant une vaginose
bactérienne sur la prolifération de Ly T CD4. CétileR allogénique a permis de montrer que
les DC ayant maturé avec le liquide cervico-vagiteelemmes ayant une vaginose bactérienne,
induit, au contact de Ly T CD4, une prolifératiom 4R % de ces dernieres, alors que des DC
ayant maturé avec du LPS, n’induisent une prolifénades Ly T CD4 que de 23 % (St. John
et al., 2007). Nos résultats ne s’accordent pas esex obtenus dans cette étude, cependant, le
modele de prolifération est différent (ML®& TTL) ainsi que le stimulus (liquide cervico-
vaginalvs G. vaginaliz Or, comme nous I'avons mentionné précédemmeradacentrations
bactériennes présentes dans le liquide cervicaaahgont probablement supérieures a notre
concentration de 1.ICCFU/mL deG. vaginalis ce qui pourrait expliquer cette induction de
prolifération supérieure a la nétre.

Nous avons observé dans notre étude que la faibliéépation induite pat. vaginalisa forte
concentration s’accompagne d’une faible augmemtaiignificative d’IFNy et d’IL-17 par les
PBMC, lui conférant un léger effet inflammatoiregplpablement pro-Thl et pro-Thl7. La
sécrétion de TNIk-n'augmente pas de fagon significative. Seuls Zadfet al, en 2005 ont
étudié I'effet de TNFx (seulement cette cytokine), sécrété par des PBMEsal8 h de culture
avecG. vaginalis vivante a une MOI de 200. Les résultats indiquer la sécrétion de TNF-

a est alors neuf fois supérieure a celle induitelpag/mL de LPS (Zariffard et al., 2005). Une
fois de plus dans cette étude, cette forte séaréoTNFe par les PBMC peut s’expliquer par
le fait que la bactérie a été utilisée vivante pend8 h a une tres forte concentration, dans un
milieu riche permettant probablement la multiplicatde la population bactérienne dans ce

laps de temps.

Au vu des résultats obtenus, nous proposons leepbrl’inflammation a bas bruit qui
correspondrait a la clinique de cette patholoditaut bien sOr effectuer des études cliniques
pour confirmer ce lien entre micro-inflammation uteé par les bactéries pathogenes et la
clinique de la vaginose bactérienne qui est tras ipgammatoire. En attendant, plusieurs
hypothéses peuvent étre émises pour tenter d'empliga micro-inflammation ou
linflammation a bas bruit, induite lors d’une vagse bactérienne.

Tout d’abord, il est nécessaire de rappeler qurices bactéries anaérobies vaginales

se développant fortement lors de la dysbiose séjit présentes dans la flore commensale
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normale, plus particuliereme@t vaginalis (Shipitsyna et al., 2013). Elle représente emvifo

% de la flore vaginale normale, ce qui fait @e vaginalisla bactérie anaérobie la plus
représentée. Il a été montré qu'elle était en mogeretrouvée a une quantité de 3,75.10
bactéries dans le liquide cervico-vaginal de femsanes (Zariffard et al., 2002). A I'état
physiologique, ces bactéries anaérobies sont plainaint reconnues comme commensales par
les cellules de I'immunité innée dont les DC. Gamirrait expliquer la faible induction induite
par cette bactérie. De plus, bien qu'aucune donratéte demontrée, du fait de la structure
anatomique de la muquese vaginale, le nombre dérescau contact direct des DC doit étre
limité, correspondant probablement aux doses faihlélisées dans notre gamme de
concentration bactérienne.

Concernant la souche @e vaginalisATCC 14018elle exprime des génes permettant de coder
pour les protéines membranaires RIB et la perogkix (Yeoman et al., 2010). Les protéines
membranaires RIB, permettent comme nous avons pigrer en introduction de protéger la
bactérie contre le systéme immunitaire (Stalhamehad., 1993). Dans le but d’'identifier le
véritable effet de ces protéines dans nos modelssrait intéressant d’effectuer les mémes
expériences, mais avec une souch&degaginalismutée pour ces protéines. La réponse des
DC serait-elle alors plus forte ? La peroxiredoxiuent a elle est une enzyme antioxydante,
permettant a un pathogéne comimgpanosoma crudiresponsable de la maladie de Chagas)
de le protéger des especes oxygénees réactivegedes macrophages, ce qui le rend plus
pathogene (Alvarez et al., 2011; Cardoso et al.62Piacenza et al., 2008). Cette enzyme étant
sécrétée, nous ne pouvons pas observer ces effetsids modéles car la bactérie est inactivée
par UV.

Une analyse de séquences d’ARN l16%&deaginalisa permis de la classer en tant que proche
parent du genrBifidobacterium(Van esbroeck et al., 1996). Or nous avons vungaduction
gue la grande majorité des bifidobactéries avalenteffets anti-inflammatoires. En effet, des
bifidobactéries commB. breveC50, B. infantis B. longum.. favorisent la sécrétion d’IL-10
par les DC. Dans notre étude, vaginalisinduit uniguement une augmentation significative
de la sécrétion d’'IL-10 par les DC. En perspectivieaous faudrait étudier la polarisation
lymphocytaire induite par les DC ayant maturé aatact deG. vaginalis dans le but
d’observer sa capacité a induire des Ly Treg ou non

Enfin, une autre explication de la faible réponsenunitaire induite pa. vaginaliset la
vaginose bactérienne pourrait résider dans sa t@pacformer un biofilm. En effet, la
microscopie électronique nous a permis d’'apercelaformation d’agrégatsivitro qui, selon
notre hypothese, correspond au début de ce phémo@etie conformation d&. vaginalis
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pourrait étre responsable du faible taux d’intasadilon par les DC et de la faible maturation
qgui en découle dans nos expériences mais &aussvo. En effet, les bactéries présentes a
l'intérieur du biofilm et les PAMP qui composentiteparoi ne seraient alors pas accessibles
aux DC et a leur PRR, inhibant ainsi leurs capacd&nternalisation et leur activation
(Costerton et al., 1999). Ceci a par exemple étéonéré en 2002, en étudiant I'effet de PBMC
sur un biofilm deS. aureusll a été observé que, bien que les leucocyteésnétaapables de
pénétrer a I'intérieur du biofilm, leur capaciténternaliser les bactéries était significativement
réduite en comparaison a l'internalisation&leaureusous forme planctonique (Leid et al.,
2002). De plus, en 2005 il a été montré que la &ion de biofilm par des staphylocoques
responsables de sepsis était associée a une dinides réponses inflammatoires de I'héte en
limitant I'interaction entre les cellules du sys&mmunitaire et les bactéries responsables de
l'infection (Klingenberg et al., 2005). Dans le kdietudier ce phénomeéne, les perspectives
possibles seraient de comparer les effet§&deaginalissous forme planctonigueersusles
effets deG. vaginalisayant été cultivé et incubé spécifiquement en lonofi

Nous avons pu voir que I'effet d& vaginalisau contact des DC et des lymphocytes T
a été peu étudié et seuls gquelques articles ontpéiiiés. Ces auteurs ont utilisé des
méthodologies différentes de la n6tre pour anakesket deG. vaginalisou de liquide cervico-
vaginal de femmes ayant une vaginose bactériennka saponse immunitaire, en concluant
généralement a un effet pro-inflammatoire de dedidérie. Nous avons également montré un
effet inflammatoire deé5. vaginalis cependant nous le nuangons car uniquement olerva
pour les fortes concentrations, restant de faibiplaude, et enfin en le comparant a d’autres
souches pathogenes dans un modele que nous camsaigsn. C’'est pourquoi, nous concluons
gue cet effet est faible. Le peu d’effet que nousna observé sur la réponse immunitaire
vitro correspond a la présentation clinique de la vagirtwactérienne qui est une pathologie
dont la caractéristique est d’étre peu-inflammatoir
Bien que nous ayons émis certaines hypothéses roamtd’effet peu inflammatoire dé.
vaginalisau long de cette discussion, il n’existe pas enderréponses claires a ce propos et

des expériences complémentaires seraient a effqmue tenter de répondre a cette question.

La réponse immunitaire induite par le Lcr35

Pour étudier I'effet du Lcr35 sur les DC, nousravatilisé le méme modeéle de moDC

gue pour I'étude dé. vaginalis Comme nous I'avons mentionné dans le paragragoegent,
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les moDC sont proches des DC inflamamtoires. Comous I'avons vu, le Lcr35 peut avoir
un effet inflammatoire a certaines concentratioitsest donc probable que des DC
inflammatoires soient produit@svivolors de la prise du probiotique. Le but de cegnx est
d’analyser de maniere successive les premieregtdp la réponse immunitaiire vitro en
mimant le plus possible les phénoménes se déranlaivo. Pour cela nous avons donc étudié
linternalisation du Lcr35 par les DC, la maturatigqui en découle et des modeles de
prolifération lymphocytaire mimant I'expansion céde et la polarisation des lymphocytes T.
Nous avons tout d’abord pu montrer que les DC awale grandes capacités d’internalisation
du Lcr35. Bien que la microscopie électronique raiisonfirmé des données de microscopie
optique montrant que le Lcr35 prenait une confoiomagn chainette, notre étude nous a montré
gue cela n'impactait pas la capture de cette hagh@isque environ 80 a 90 % des DC avaient
pu internaliser le Lcr35 apres 3 heures de corftaets forme libre mais aussi sous forme de
chainettes), ce qui est bien supérieur a ce que avans observé en étudightvaginalis Ce
n'est pas la premiere fois que l'internalisationvitro d’'un lactobacille par des DC a été
démontrée, nos résultats sont donc cohérents avdterature. En effet, il a par exemple été
montré avec un autre. rhamnosusle Lr 32, que les DC dérivées de la moelle osseles
souris, ont la capacité de l'internaliser dans wBsuoles et des phagosomes (Foligne et al.,
2007). Les photos de microscopie ont été prisesse h de contact entre les moDC et le Lr32
a une MOI de 10. Nos résultats sont tres prochesuabe de cet article mais notre concentration
bactérienne correspondait a une MOI de 100, ceeui expliquer que nous avons observeé le
méme taux d’internalisation (>80%) que dans leudétapres 3 h de contact seulement et non
18 h.

Dans un second temps, nous avons analysé la matulas moDC induite par le Lcr35
a différentes concentrations. Nous avons obsereématuration dose-dépendante des moDC
avec une maturation exprimée en MFI (Mean Fluorgstrgensity) a une MOI de 100 qui
correspond de 60 % de la maturation induite pdaéneoin positif, 100 ng/mL de LPS. Ces
observations confirment de précédents résultats idse notre équipe (Evrard et al., 2011).
Toutefois, cette maturation dose-dépendante dédaits les modéles d’étudesvitro reste
faible lorsgu’elle est comparée aux résultas deiratibn obtenus en présence de pathogénes.
En effet, nous avons inclus pour d’autres étudsspd¢hogenes comnke pneumoniaet C.
albicansdans nos modeles de moDC. Il a alors été obserwénaturation dose-dépendante
mais beaucoup plus forte avec une maturation aMkesupérieure ou égale a celle du LPS.
Avec le Lcr35, nous avons obtenu une prolifératierd0 % inférieure, c’est pourquoi nous
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parlons de semi-maturation induite par le Lcr35pGénomene de maturation dose-dépendante
des moDC induite par des bactéries commensaleséactobacilles comme lds plantarum,

L. casei, L. rhamnosust leL. lactisa été montré dans plusieurs études (Baba et &@8; 20
Latvala et al., 2008).

De plus, nous avons analysé la viabilité des me@D@MF aprés 48 h de culture en
présence de la gamme de concentration du Lcr3d@hde 100 correspond a une tres forte
concentration de bactéries au contact de cellules.légére augmentation de la mortalité des
moDC est observée a cette concentration. Néanndains le cas ou il est comparé a d’autres
pathogénes comme citées précédemment, la moitaditéte est tout a fait négligeable. Nous
confirmons donc que le Lcr35 n’est pas cytotoxigueegui avait déja pu étre démonitrésivo

du fait de I'obtention de la certification GRAS.

Les lactobacilles induisent donc une maturaticseddependante des DC, seulement, ils
n’ont pas tous les mémes capacités a induire fétsée de cytokines. Dans le précédent article
de notre équipe, le dosage des cytokines par Ebt&is a réveélé un profil plutét pro-Th1/Th17
mais avec tout de méme une augmentation de I'lLEENhSs notre étude récente, nous avons
utilisé la technologie Luminex qui permet de dasepanel de cytokines plus large. Nous avons
pu doser 17 cytokines simultanément, pour avoiapercu plus global que la simple étude de
la balance IL-10/IL-12. Nous avons ainsi montré técr35 a une MOI de 100 induisait la
sécrétion d’'un grand nombre de cytokines, a la deid’inflammation systémique, pro-Thi,
pro-Th2, pro-Th17 et pro-Treg, nous faisant coreuun effet globalement immunostimulant
du Lcr35 dans ce modele. A une MOI de 10, seules?l’ I'lL-8, I'lL-12 et I'lL-17 ont été
sécrétées de facon significatives. Ces résultaligiueraient donc un effet plutét pro-Thl et
pro-Th1l7 correspondant a ce qu’avait pu identifigns la précédente étude du laboratoire, en
étudiant I'expression de certains genes codant pesrcytokines. Il a été montré par de
nombreuses études que plusieurs lactobacilleendance a avoir cet effet pro-Thl, ce qui les
différencie des bifidobactéries utilisée aussi camprobiotique qui elles sont plutét
régulatrices (Amar et al., 2015; Cross and GilQ20Kosaka et al., 2012; Mohamadzadeh et
al., 2005).

Le dosage de cytokines dans le modéle moDC nousnifodes indices quant a
I'orientation de la polarisation lymphocytaire Tef@&ndant, dans ce modele de moDC nous ne
nous sommes pas intéressés aux lymphocytes Eet adus-population. Il est donc nécessaire
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de vérifier les résultats présomptifs obtenus aescmoDC dans des modéles d’études
contenant des lymphocytes. Pour en apprendre daygmotre étude a été plus loin que celle
de 2011, en étudiant I'effet du Lcr35 sur les lymgytes T. Pour cela nous avons utilisé deux
modeles de stimulation exogene de ces celluleslddng d’analyser les capacités du Lcr35 a
moduler ces stimulations. Ces deux modéles diffgranla stimulation utilisée pour induire de
la prolifération lymphocytaire. Le TTL (Test densdormation lymphoblastique) est un modele
dans lequel nous avons stimulé les lymphocyteséggmts dans les PBMC avec une lectine
végetale, la PHA (Phytohémagglutinine A). Dans edgle de MLR (Réaction Leucocytaire
Mixte), la stimulation des lymphocytes T s’effectp@r un conflit allogénique entre les DC
d’'un donneur et les lymphocytes T présents darRB&4C d’un autre donneur. La prolifération
induite est alors influencée par I'état de matoraties DC induit par le contexte préalable au

contact des bactéries.

Concernant la prolifération lymphocytaire, les xlemodéles nous ont apporté le méme
profil de résultats, a savoir une augmentation iBagive de la prolifération aux faibles
concentrations, avec un pic a une concentratiol@eCFU/mL, et une inhibition de la
prolifération & une concentration de’ XFU/mL significative seulement en TTL. D’autres
études, sur d’autres souches ldereuteri, L. gasseri, L. rhamnosust L. helveticus ont
egalement montré dans leurs modéles une inhibitise-dépendante de la prolifération de la
plus petite a la plus grande concentration (Yoskidal., 2011 ; Hosoya et al., 2014). Il est
toutefois difficile de comparer les concentratioiéisées dans ces études avec les nétres car
ils ont utilisés des pg/mL de bactéries entieresnattivées ou des pg/mL de fractions
bactériennes. Nous ne pouvons donc pas savoiusictencentration la plus faible utilisée
correspond au POCFU/mL au quel cas, ils auraient trés bien pu mibten profil en cloche
comme le nétre.

Par ailleurs, le profil de prolifération obtendféiie de ce que nous avons observé concernant
la maturation des DC. En effet, la maturation d€sddant dose-dépendante nous aurions pu
nous attendre a ce que la prolifération lymphocgtsuive le méme profil avec une prolifération
croissante (si inflammatoire) ou décroissante riiriaflammatoire) et dose-dépendante, mais

pas en ddome (Mohamadzadeh et al., 2005).

Une premiere hypothése pour expliquer ce profihadifération, serait qu’un stimulus
fortement pro-inflammatoire induit par une fortencentration de Lcr35, inhiberait la

prolifération lymphocytaire par un phénomene detresrégulation. C’est ce qui avait été
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montré par Hubet al.,en 2013. Une activation forte des Ly T conduiha augmentation de
'expression de CTLA-4, qui entre en compétitioreave CD28 pour se lier au CD80 et au
CD86, ce qui conduit a une inhibition de la répofidebo et al., 2013). Il serait donc
envisageable d’ajouter un anti-CTLA-4 couplé a lworochrome dans nos expériences de
CMF, dans le but d’identifier une modification dexpression de ce marqueur. De plus, il serait
possible d'utiliser un anticorps inhibiteur du CTHApour observer son impact sur la
diminution de la prolifération lymphocytaire. En RI.ceci pourrait expliquer la diminution de
prolifération induite par des DC maturées en présetles plus fortes concentrations de
bactéries.

Si nous restons dans cette hypothese de contréatiégusuite a un stimulus fort, nous pouvons
regarder du c6té de la méthode d’étude utiliséesften, I'incorporation de la thymidine tritiée
utilisée dans le but d’étudier la prolifération lghocytaire se fait dans les derniéres heures de
I'étude et refléte la prolifération d’un instant Nlous pouvons supposer que les lymphocytes
auraient été fortement stimulés dans les prenoers jet qu’ils prolifereraient beaucoup moins
du fait de la contre-réegulation en fin d’étude lats I'ajout de la thymidine tritiée, qui
s’incorpore dans les cellules en division. Il seonc intéressant d’effectuer une étude

cinétique pour étudier la prolifération induite ¢jd@nnement pendant une semaine.

Enfin, la deuxieme hypothése concerne l'effet @de®’HA dans le modéle TTL, au
contact des PBMC et du Lcr35. La PHA est une lecti@gétale et de ce fait, elle a comme
propriété de fixer les composés glycanes (Etzlet.eR009). Or ces composés sont présents a
la fois a la surface des PBMC et des lactobaciles liaisons sont de faible affinité mais tres
spécifiques (Berg et al., 2002). Il est donc pdssite supposer qu’en présence d’'une forte
concentration de Lcr35, la PHA pourrait se fixefjongairement sur le probiotique et non sur
les PBMC qui s’en trouvent moins activées. Il as$sa possible que la PHA fixée sur les
glycanes du Lcr35 inhibe le contact entre les PAWMP_cr35 et les PRR des PBMC, ne lui
permettant pas de moduler la prolifération. Il @ montré que des modifications de structure
de la membrane de lactobacilles commie. [plantarumpeuvent modifier I'activation des TLR
2 dans une lignée de cellues épithéliales HEK (Reshal., 2012). Pour remédier a ces doutes
concernant la PHA et son intéraction avec le Lcii3urrait étre envisagé de faire des essais
en stimulant les cellules a la PHA d’abord, pouivac les lymphocytes T, puis dans un second

temps d’incorporer dans le milieu les lactobacilles
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En parallele de la prolifération nous avons desécltokines sécrétées par les PBMC
dans le surnageant de culture. Les résultats irdiqgune augmentation dose-dépendante et
significative & 10CFU/mL de la sécrétion de I'ILEL I'IL-2 et le TNF-. Cette sécrétion de
cytokines correspond au profil dose-dépendant denaitgon des DC ainsi qu’a leur sécrétion
dose-dépendante de cytokines. Cependant, moing/tdkirees ont été sécrétées de fagon
significative. Le profil de sécrétion de cytokinesluit par les différentes concentrations des
bactéries est différent de celui observeé pourddifpration lymphocytaire. En effet, a l'inverse
de la prolifération, ce dosage est le résultat &’aocumulation de sécrétions de ces cytokines
pendant la durée de I'étude. Il serait alors, amggortant de prélever du milieu de culture de
facon quotidienne, dans le but de doser et d’apalgscinétique de sécrétion de ces cytokines.
La cinétique de sécrétion pourrait étre un indigaet nous fournir des informations sur la

prolifération obtenue les jours suivants la séoréte telles ou telles cytokines.

Enfin, nous nous sommes intéressés a la modulatles sous-populations
lymphocytaires induite par le Lcr35. Dans les medéle TTL et de MLR, nous avons marqué
en CMF (cytométrie en flux) I'lFNs I'lL-4, I'IL-17 intracellulaires et le facteur de
transcription FoxP3, correspondant aux Ly Thl, TH2L7 et Treg, respectivement. De facon
intéressante, dans les deux modeles, nous avoesvébsn profil de sécrétion de I'lFiN-
ressemblant au profil de prolifération obtenu, e&slire, une augmentation de la production
d’IFN-y aux faibles concentrations, avec un pic a une emnation de 10CFU/mL, et une
diminution progressive aux fortes concentrationss @sultats indiquent un effet pro-Thl du
Lcr35 a certaines concentrations. Une étude postantieux probiotigues composés de deux
bactéries (. acidophiluset B. bifiduset L. acidophiluset B. infantig a montré que ces deux
probiotiques induisent une augmentation intracaitald’IFNy apres stimulation de PBMC a
la PHA (Li et al., 2011). Les auteurs observent légére augmentation a“lGFU/mL, un pic
de sécrétion & BCFU/mL et un retour aux valeurs de la PHA &@BU/mL de la production
d’'IFN-y, ce qui correspond aux concentrations que noussaviisées. Dans une étudevivo,
le L. rhamnosusGG, souche dont le Lcr35 est proche, a égalementrindes effets pro-Thl.
Dans cette étude, des enfants ont consommé dagespentenant 5.2CFU del.. rhamnosus
GG pendant 4 semaines. Apreés le traitement, les®BM été prélevés et stimulés a la PHA.
Les résultats ont indiqué une augmentation dedeetén d’IFN«y par les PBMC des sujets
apres le traitement probiotique (Pohjavuori et 2004). D’autres souches de lactobacilles
comme led.. gasseriATCC 19992 L. reuteriATCC 23272,L. johnsoniiATCC 33200 etL.

plantarumont aussi des effets pro-Thl dans des modeles de BIL elles sont utilisées
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vivantes au contact de moDC a une MOI minimum déMiteti et al., 2009; Mohamadzadeh
et al., 2005). Dans nos deux modeles, le Lcr35 sellit donc un effet pro-Thl a faible
concentration. A forte concentration, il est retr@une Iégére diminution de la sécrétion d’'IFN-
v, selon le méme profil que ce qui est observé peyrolifération. Les mémes hypothéses
peuvent donc étre émises, a savoir que I'on obdesveellules & un instant T, qu'’il y a peut-
étre eu une contre-régulation due a un effet infiatoire fort les jours précédents et qu'une

étude cinétique doit étre envisageée.

Dans nos expériences, linhibition de prolifératica forte concentration ne
s’expliguerait pas par I'apparition de Ly Treg dar’y a pas d’augmentation de I'expression
de FoxP3 a ces concentrations. Yoshatal. en 2011 ont aussi observé une diminution de la
prolifération des lymphocytes T dans un modéele mumiais n’ont pas observé d’augmentation
des Ly Treg ni d’'augmentation de I'apoptose (Yoahad al., 2011). Cependant, il semblerait
gue cet effet soit dépendant de MyD88 et que |&i@gdion d’espéces oxygénées réactives soit
importante. L’effet des lactobacilles est souchpethélant et tous les lactobacilles n’ont pas la
méme capacité a induire des Ly Treg.LLacidophilusW55 apres 7 jours de contact avec des
PBMC induit 2 a 3 fois plus de Ly Treg CDOE»xP3 que leL. plantarumW62 (De Roock et
al., 2010). De plus, une étude cinétique de cattadtion de Ly T reg indique que le temps de
culture est important dans [I'apparition de cesutesd. En effet, le pourcentage de cellules
CD25FoxP3 est presque 4 fois plus important apres 10 jousuttare qu’au quatrieme jour.
Dons nos modéles, nous sommes a 3 et 5 jours teesute qui signifie que nous sommes
peut-étre trop tot pour voir 'apparition de Ly Gre

Il existe ainsi d’autres modeles d’études, desatesdmurins dans lesquels a été testé le
Lcr35. Dans ces modéles murins d’asthme allergiguage dermatites atopiques il a été montré
par plusieurs études que le Lcr35 était efficacer mbminuer les signes cliniques de ces
pathologies induites chez la souris (Jang et@L.22Kim et al., 2012, 2013, 2014; Yeom et al.,
2015). De plus, I'effet bénéfique observé dansmsedeles n’était pas di a une augmentation
de la production de Ly Th1, mais a I'induction d€ lérogénes permettant une augmentation
de la production de Ly T reg CDE€D25 FoxP3. Dans ces études, les souris ont été traitées
avec le Lcr35 pendant au minimum 7 jours et jusdWasemaines de facon quotidienne. I
pourrait donc y a voir un lien avec la cinétiquefalenation des Ly Treg que nous venons de

mentionner.
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Les marqueurs des autres sous-populations n’ontémasnodifiés dans nos expériences.
Cependant, il est difficile de marquer de I'lL-4d I'lL-17 au niveau intracellulaire, nous
devons donc réflechir a différents marqueurs quisngermettraient peut-étre d’identifier ces

sous-populations

Les modeles d’études vitro comme les notres dn vivo chez I'animal peuvent donc
donner des résultats difféerents. Ce phénomeéneusst abservé chez la soudherhamnosus
GG, ou elle peut avoir des effets inflammatoineg@tro mais aussi étre tolérogene dans d’autres
modéles (Blumer et al., 2007; Mileti et al., 200@fia and Versalovic, 2003; Pessi et al., 2000;
Pohjavuori et al., 2004). Les différences de réssilbbtenues entre notre modeél&itro et le
modele murinin vivo, peuvent s’expliquer par le fait que les contamifre le Lcr35 et le
systeme immunitaire se fassent de facon directs daite modele et indirects dans le modéle
murin. Dans notre modéle, nous nous intéressowsmact direct entre les moDC et le Lcr35.
Dans ce modeéle nous trouvons donc que le Lcr3dlaatgment un effet pro-inflammatoire et
pro-Thl dépendant de sa concentration, mais itexigutres modeles d’étudesvitro, que
nous avons mis en place au laborataii@s lesquels la stimulation des moDC est indirecte
Cette stimulation indirecte consiste a insérer t#3h au contact de lignées de cellules
épithéliales, a leur péle apical. Les DC se trotigams un autre compartiment au pdle basal
des cellules épithéliales et sont stimulées paséesétions des cellules épithéliales stimulées
par le Lcr35. Ce modele est appelé le modele Trah®v C’est donc le microenvironnement
créé par la sécrétion de ces molécules qui induinaturation des DC et la sécrétion de
cytokines. Il a été montré que dans ces modelesact indirect entre les probiotiques et les
DC, la réponse était souvent moins inflammatoiréefiiet al., 2009; Zoumpopoulou et al.,
2009). Ces expériences Transwell ® ont débuté borddoire et les résultats préliminaires
semblent confirmer ce qui a été montré dans ces éeules. En effet, les moDC semblent
moins maturer a forte concentration que lors d'omtact direct.

De plus,in vivo, le Lcr35 ne se retrouve pas seul au contact deulgueuse intestinale. En
effet, il est au contact de la flore commensaleguepeut diminuer la quantité de Lcr35 au
contact de I'épithélium encombré par les bactécmmmensales et induire un effet plutot
tolérogene. Comme cela avait été montré dans BétedZeuthert al, I'effet des bactéries
seulesin vitro ou dans des mélanges de bactéries au contact dgeelt(oarfois étre trés
différent (Zeuthen et al., 2006). Ceci a aussdét@ontré dans une étude conceri@argureus,
L. rhamnosussG etL. reuteri Elle indique que suite a une forte induction d’'IiFNpar S.
aureus,les deux souches probiotiques, bien que connues gtogl plutét pro-Thl, ont la
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capacité d'inhiber cette production et les autearscluent d’'un effet inhibiteur de ces deux
probiotiques (Johansson et al., 2016). Il seraiicdotéressant d’étudier le Lcr35 en coculture
avec un pathogene induisant une forte réponse @h4 os modéles de TTL et de MLR, dans
le but d’analyser si leurs effets sont agonisteamtagonistes, auquel cas les conclusions que

I'on a fourni pourraient étre différentes.

Ces modele# vitro nous apportent des réponses sur le comportemehtr@5 au
contact des cellules de 'immunité. Lors de la consiation de gélules de Gynophilus®
utilisées par voie vaginale ou de Bacilor® utilis@ar voie intestinale, les interactions avec ces
cellules sont plus limitées. Ces gélules contienri€h bactéries, cependarify vivo il est
difficile de connaitre la concentration de bactda contact direct des DC. En effet, les DC se
trouvent principalement dans la sous-muqueuse gwiune absence de contact direct entre
elles et la flore commensale. Les MOI entre le baBles DC sont donc probablement faibles.
Lorsque I'on observe la dose-dépendance des ré&saii@ nous avons obtenimsvitro, ces
données semblent pourtant importantes pour coenaitéel impact du Lcr35 sur la réponse
immunitairein vivo. Cependant, a ce jour, aucune étudeivo n’a pu déterminer la quantité
de bactéries réellement au contact de ces cell(les.résultats sont souvent extrapolés au
niveau intestinal a partir de la concentration éaetne contenue dans les selles, mais ne
permet pas d’indiquer une concentration bactériemneontact des DC (de Champs et al.,
2003).

D’apres nos résultats, le Lcr35 a un effet pro-@haible dose dans un modele direct
de stimulation des PBMC. Ces expérienioestro sont menées au sein du laboratoire dans une
optique de développement d’études a moyen ternsecphiques. En effet, en fonction du profil
de la réponse immunitaire induit par le Lcr35, gbilisation serait plus cohérente dans certaines
maladies dysimmunitaires que dans d’autres. Panpbeg les Ly Thl étant antagonistes de la
sous-population de Ly Th2, si son profil inductelune réponse pro-Thl se confirme, ce
probiotique pourrait étre utilisé dans la prévemtou le traitement des allergies, I'asthme et
'eczéma atopique, mais aussi et c’est ce qui reoustialement intéressé dans cette étude,
contre les agents infectieux. Généralement, ldrdesttions les réponses Thl et Th17 agissent
conjointement pour lutter contre les agents pathegé&ui en sont responsables, comme par
exemple dans les infections pulmonaires ou dangfiestions génitales basses comme dans la
vaginose bactérienne (Evrard et al., 2010). Cegsrabconduits a nous intéresser a l'effet du
Lcr35 en présence du pathogene majeur de la vaghladérienn&. vaginalis
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La réponse immunitaire induite par les mélanges decr35 et G. vaginalis

Lors d’étudesn vivo,chez des femmes atteintes de vaginose, la pri¢er@5 sous la
forme Gynophilus®, de facon locale apres un tragetrantibiotique a permis de prévenir
significativement les récidives par rapport a lalseprise d’antibiotique (Kovachev and
Dobrevski-Vacheva, 2013; Petricevic and Witt, 200Bpur essayer de comprendre les
mécanismes impliqués derriére les bénéfices obsdove de ces études cliniques, une étude
bactériologiquean vitro a permis de montrer que le Lcr35 avait des efigtgbiteurs sur la
croissance de pathogénes vaginaux com®evaginalis (Coudeyras et al., 2009). Ce
probiotique est un producteur d’acide lactique raaissi d’autres substances antimicrobiennes,
ce qui pourrait permettre d’expliquer ces effétsvivo, aprés un traitement antibiotique, la
flore vaginale est presque détruite, il reste cdpahdes reliquats de bactéries anaérobies
protégées dans les biofilms formés et résistantesatibiotiques (Bostwick et al., 2016). La
prise de lcr35 permettrait alors de créer un mitvdennement acide, grace a la production
d’acide lactique, favorable a la croissance des@spcommensales commellesrispatus, L.
johnsonii, L. gasseri et L. inerpui pourraient alors recoloniser la muqueuse \agirDans le
méme temps, cette recolonisation permettrait ddahia croissance des bactéries anaérobies
qui ne se développent pas dans un milieu acidgjucdavorise la restauration de la flore
commensale. En plus de ces caractéristiques balofiques bien connues, notre étude a eu
pour but d’analyser les réponses du systéme imaitmi@ ces deux bactéries en paralléle, afin
de déterminer si elles induisaient des profils imolagiques différents, agonistes ou
antagonistes, et peut-étre de mettre en évideno®ueeaux mécanismes d’action, de nature

immunologique, du probiotique dans cette indication

Nous avons ainsi constaté dans nos modeles qdelesbactéries étudiées induisaient
des réponses différentes. En résui@é,vaginalis apparait comme une bactérie tres peu
inflammatoire voire presque indétectable a failweoentration pour le systéme immunitaire,
ce qui correspondrait a la clinique atypique dedginose bactérienne. A l'inverse, le Lcr35
induitin vitro un effet pro-inflammatoire voire méme pro-Thl aaeres concentrations. Nous
avons donc émis I'hypothese que le Lcr35 en inddikasécrétion de nombreuses cytokines
par les DC pourrait avoir un effit vivoimmunostimulant, permettant d’activer localemeat d

nombreuses cellules de I'immunité et ainsi induwiree réponse inflammatoire du systeme
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immunitaire vaginale qui pourrait permettre de agstr une immunité protectrice conte

vaginalis

C’est pourquoi, dans le but de tester notre hygs®hnous avons voulu étudier I'effet
de ces bactéries en co-incubation sur des moDCrésedtats indiquent que ces deux bactéries
induisent un effet globalement additif sur la mation des DC. En effetn vitro, le Lcr35, en
présence d&. vaginalisest capable d’induire une maturation plus impogatgs moDC que
lorsqu’elle est seul&s. vaginalisn’induisant pas ou peu de maturation des DC, |'aargation
de maturation en présence du lcr35 pourrait éttérassante pour stimuler la réponse
immunitaire. Transposéeas vivo, ces résultats pourraient correspondre a une st du
systeme immunitaire lors du traitement secondagrdadvaginose bactérienne, nous avons
baptisé ce concept, effet booster (Figure 36). f&t,ecomme montré sur la figure 35, la
vaginose bactérienne est peu inflammatoire, leeptiantibiotique élimine a la fois les flores
pathogene et commensale, ce qui perm@t &aginalis,qui est presque indétectable pour le
systeme immunitaire, de se développer de nouveaeiaule la niche écologique vaginale. La
prise du Lcr35 permet, bactériologiquement, de rcrée environnement propice au
développement des espéces indigenes de lactobaailes aussi comme nous I'avons vu, de
stimuler les différentes cellules de I'immunité éenet adaptative grace a la sécrétion de
cytokines, ce qui lui permet d’avoir un role amtidctieux et de lutter cont®. vaginalis d’ou

le concept d’effet booster du systeme immunitaire.

Par ailleurs, pour ce qui est de la question deéleurité d'utilisation du Lcr35 pour les
utlisatrices potentielles en termes deffets indddes liees a cette augmentation de
linflammation induite par le probiotique, plusisuéléments sont a prendre en considération.
En effet, nous avons vu, que, bien que le Lcr3bisalune réponse inflammatoire, celle-ci est
beaucoup moins intense que la réponse induite gmipdthogenes responsables de vaginite
commeC. albicans De plus, des résultats non publiés, obtenus’ipauktriel producteur du
Lcr35, ont montré que le Lcr35 pris de fagon looal resterait que transitoirement au niveau
vaginal, de I'ordre de trois jours. Enfin, I'engeé&ffectuée aupres des femmes utilisant ce
probiotique n'aurait pas montré d’effets néfastes tle la prise de ce probiotique, fournissant

ainsi un argument supplémentaire en faveur d’ufi@enmmation induite modérée et transitoire.
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Perspectives

Il a été montré que le liquide cervico-vaginafgi@mmes ayant une vaginose bactérienne
était Iégérement plus inflammatoire dBevaginalisseule dans des modelasvitro. Il pourrait
étre intéressant de connaitre le comportement a@85Ltorsqu’il est co-incubé avec des
bactéries anaérobies issues de la flore commewagieale autres qué. vaginaliscommeA.
vaginae P. biviainduisant une réponse inflammatoire un peu plug fh.es effets seraient-ils
alors cumulatifs comme nous venons de I'observec &v vaginalis ou le Lcr35 diminuerait
la réponse inflammatoire, comme cela a pu étrereése vitro pour lesL. rhamnosu$GG et
L. reuteriau contact d&. aureugJohansson et al., 2016). Par ailleurs, il sgrabablement
pertinent d’étudier les effets du probiotique miscentact simultanément avec plusieurs de
ces souches pathogénes, afin de se rapprocheegriasrde la flore polymorphe obsenige

Vivo.

L'utilisation de moDC pour analyser la réponse iamitaire induite par des
probiotiques ou des pathogénes est un modeéle coratitise dans un grand nombre d’études.
Cependant, dans le but de développer nos modetiessat rapprocher de ce qui est obsarvé
vivo, il serait intéressant de prélever et d'utiliséfédentes sous-populations de DC. Parmi ces
sous-populations, les cDC2 semblent intéressardesd’apres ce que nous avons vu en
introduction, elles seraient les plus représentdesiveau vaginal. Le but serait alors de
comparer les résultats avec les cDC2 de ceux obtavec notre modéle de moDC. Plusieurs
guestions se posent sur la maniére de procédeit.gestsible d’obtenir des populations de DC
présentes dans la muqueuse vaginale, par exempldipasie lors d’'une intervention
chirurgicale ? Ou doit-on, dans un souci a la foiatique et éthique utiliser des sous-
populations de DC sanguines ? S’il est possiblbtdiar des DC vaginales, fait-on de I'analyse
des sous-populations de DC vaginales apres priségsavolontaires soit de facon locale soit
orale, ou mettons-nous directement en contacti@3_avec ces sous-populations de DC pour
un travailin vitro ? De méme, si les DC utilisées sont sanguineslegugtimulations utilisées ?
Contact direct Lcr35-DC comme dans nos modeéles @le@nou prise orale de Lcr35 par des
volontaires et analyse de I'effet systémique duBbgris ainsi sur les sous-populations de DC.
Dans le cas du contact direct, nous cherchons taenget évidence un mécanisme comme dans
nos expériences sur les moDCD. Dans le second@ieserait complémentaire, nous cherchons
a observer les conséquences de la prise du Lcr3esUDC et sur les modifications de la

répartition des sous-populations. Dans le but depeoer les résultats obtenus avec les moDC,
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L'utilisation de cDC1 ou cDC2 modifierait probablent la réponse observée car, par exemple,
il a été montré que des cDC CD1banguines induisent moins de prolifération lymphaice

dans un modele de MLR mais plus de Ly Thl que leansologues moDC (Osugi et al., 2002).

Dans nos modéles, nous utilisons des bactériesividas, ce qui dans nos systemes
maintient les interactions membranaires, maigdismtéressant d’étudier I'effet du surnageant
de culture dé5. vaginaliset du Lcr35 pour étudier I'impact des substancesés@es par ces
bactéries : les toxines comme la vaginolysine p@ur vaginalis et les substances
antimicrobiennes pour le Lcr35. Lors de I'étudecade surnageant de culture neutralisé, le
contact direct bactérie-DC est supprimée, la répaesait potentiellement différente. C'est ce
qui a été montré dans une éturgitro, dans laquelle sont compareés les effetk.dtnamnosus
CNCM 1-4036 vivant au contact et de son surnagsaunt sur les DC. Les deux traitements
activent les voies de signalisation de fagcon diffées. Dans les deux cas, il y a eu une
augmentation de la transcription des genes coaamti@ TLR 9. Cependant, la bactérie vivante
a active I'expression des genes codant des TLRI2leirs que le surnageant de culture a activé
'expression des genes des TLR 1 et 5. De plude ddifference d’activation des TLR,
s’accompagne d’une capactité supérieure du surnagaeiminuer 'effet inflammatoire induit
par la présence H. coli. Cette étude conclue donc d’'un effet différergigire la bactérie et le
surnageant seul qui serait dans ce cas plus dffipacr inhiber un effet inflammatoire
(Bermudez-Brito et al., 2014). Une étude similaitdisant B. breveCNCM 1-4035 et son
surnageant a démontré les mémes résultats quedpréoeent, c’est-a-dire une inhibition de
'inflammation induite pasS. typhipar le surnageant (Bermudez-Brito et al., 2013stldonc
possible de faire 'hypothése que le surnageantitiere du Lcr35 pourrait étre plus tolérogene

gue ce que nous avons observé avec la bactéritvimac

Nous avons donc obtenu des données fonctionmefesrnant le Lcr35 &. vaginalis
c’est pourquoi dans le but d’approfondir ces reédsjtnous souhaitons étudier la mécanistique
impliquée. Pour commencer, nous avons vu que leg Hactéries interagissaient et étaient
internalisées par les moDC. Nous souhaitons étleiaecepteurs impliqués dans la capture et
dans l'induction d'un signal. Concerndat vaginalis,l semblerait que sa présence au contact
des PBMC induise une Iégere augmentation de I'egjima des TLR 2 (Zariffard et al., 2005).
Le Lcr35 est un lactobacille, il est donc fortemprabable que les mécanismes sous-jacents
impliquent une intéraction avec les TLR 2. Des pessessais préalables & ma thése ont été

effectués au laboratoire avec des modéles d'inbibar des anticorps anti-TLR 2 et anti-TLR
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4. Cette approche s’est révélée inefficace et ibaihpas suffisament le fonctionnement de ces
récepteurs. Durant ma thése nous avons fait degenay essais, en utilisant des inhibiteurs
chimiques des TLR 2 (CU CPT 22) et des TLR 4 (C3#s resultats obtenus restent
préliminaires car I'inhibiteur anti-TLR 2 a induwihe forte mortalité des moDC. Il y a aussi eu
d’anciennes expériences dans le laboratoire IDEKSIGN, afin de déterminer si ce récepteur
était impliqué dans la reconnaissance et la camgturkcr35 par les DC, en utilisant le DC-
SIGN Fc et des anticorps anti-DC-SIGN. Les réssiltabtenus ont conclu a l'absence
d’interaction significative entre le DC-SIGN et Ler35 mais restent a confirmer dans des
modeéles complémentaires, comme des lignées cedlslaansfectées et KO pour le DC-SIGN
ou alors par de la microscopie confocale permettabcaliser le Lcr35 marqué ainsi que le
DC-SIGN marqué.

Les résultats obtenus concernant la proliféradijamphocytaire sont dose-dépendants,
et le profil differe de ce qui est observé avecEs Bien que nous ayons émis plusieurs
hypothéses préecédemment dans cette discussienil mtéressant d’analyser I'expression de
certaines voies de signalisation comme ledBF-ERK et la voie calcique sur les DC et les
lymphocytes T pour analyser si ces voies de siga@in sont modulées en fonction des
concentrations de Lcr35 et si cette modulatioredéffentre ces deux cellules. Pour débuter, des
western-blot pour analyser l'activité de la voie-NB dans les moDC au contact de notre
gamme de Lcr35 vont étre mis au point tres pro@ment, car la technique est déja utilisée au

sein du laboratoire dans des modeles sur les eslégithéliales.

Enfin, ces travauxn vitro, d’'identification de la réponse immunitaire indupar le

Lcr35 peuvent aussi permettre a moyen terme dela#yer l'utilisation du Lcr35 dans
différentes pathologies. Le Lcr35 ayant une adiyto-Thl dans nos modeéles, il pourrait
inhiber les pathologies Th2 dépendantes. Un mquakcomplexe de polarisation a partir de
lymphocytes T naifs autologue d’une durée total2ldurs est actuellement en cours de mise
au point au laboratoire dans le but de confirmgroleservations faites avec les modéles TTL
et MLR. Si le profil pro-Thl se confirme, des exXxp®@ntations pourraient étre faites dans le
but d'utiliser le Lcr35 dans la prévention ou lgitement de pathologies allergigues comme les
allergies alimentaires, la dermatite atopiquehiaite allergique ou I'asthme par exemple. Une
réflexion est en cours actuellement sur ce themseaudu laboratoire, a travers le souhait de

développer un projet d’étude cliniqgue chez I'enfaligrgique a la noisette.
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Conclusion et perspectives

Le travail de cette these a consisté en la caisatiém des effets immunomodulateurs
sur les cellules dendritiques et les lymphocytee Teux souches bactériennes, un pathogéne,

G. vaginaliset un probiotiquel.. rhamnosus.cr35.

Nous avons démontré dans nos modatesitro que les moDC au contact d&.
vaginalissont faiblement stimulées, ce qui est caractéas@ipe maturation tres incomplete,
guelque soit la concentration, et sécrétent pecytikines, méme a forte concentration. Ces
résultats peuvent probablement s’expliquer parifficalté pour les DC d'internaliset.
vaginalis du fait de sa conformation extracellulaire en anpmémice a la formation d'un
biofilm. De plus, nous avons également pu mettr@vaience qué. vaginalisnduit une légere
augmentation dose-dépendante, significative a fadacentration, de la prolifération
lymphocytaire. Nous en concluons d’'aprés nos maedégleeG. vaginalisest une bactérie peu-
inflammatoire. Par ailleurs, cette conclusion cadedrés bien avec la clinique atypique de la

vaginose bactérienne, dysbiose peu inflammatoire.

Dans les mémes modeles, nous avons déemontré grabietique Lcr35, est internalisé
de facon rapide par les moDC et qu’il s’en suit unaleiction dose-dépendante de la maturation
de ces cellules. A forte concentration, le Lcr38uiih la sécrétion a la fois des cytokines de
linflammation systémique, des cytokines pro-ThigThl7, pro-Th2 et pro-Treg. Le Lcr35 a
donc un effet globalement immunostimulant sur le©@. Au niveau lymphocytaire, le Lcr35
induit une augmentation significative de la probfidon a faible concentration dans deux
modéles différents que sont le TTL et la MLR, sdivine diminution de cette prolifération a
forte concentration, significative uniqguement d&snodele TTL. Le marquage en CMF de
cytokines intra-cellulaires indique un profil idente pour la production d’IFN; faisant du
Lcr35 un probiotique pro-Thl a faible concentrati@nforte concentration, est observée une
inhibition de la production d’IFN-par rapport au point 2@FU/mL. Enfin, nous avons montré
une stimulation de l'activité IDO a faible conceaiion et une inhibition de cette activité a forte

concentration.

Enfin, nous avons observé grace a de premieresierpes que la co-incubation de ces
deux bactéries induit un effet additif permettamé unaturation des moDC supérieure a ce qui

est observé lorsqué. vaginalisest seule. Cette étude vitro, qui a besoin d’étre complétée
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dans nos différents modéles indique cependantieguaécanismes immunologiques du Lcr35
pourraient grace a un effet bosster du systéme mitaite avoir un impact bénéfique, en

addition des mécanismes bactériologiques connusgual est utilisé dans le traitement

secondaire de la vaginose bactérienne.

Actuellement, les travaux se poursuivent danatede finaliser et de publier I'article
sur le Lcr35. De plus, nous travaillons sur lesné&gts mécanistiques mentionnés en fin de
discussion, a savoir, les récepteurs mis en caasssles voies de signalisation impliquées
dans les effets observés du Lcr35. De plus, un tlaopkis sophistiqué de polarisation
lymphocytaire T en modéle autologue, dont la mis@@int est déja bien avancée, continue a
étre développé dans le but de I'améliorer et dmibtdes résultats dans un modéle plus
physiologique que ceux que nous utilisons poustant. Enfin, les modeles Transwell® de
stimulation indirecte vont étre poursuivis au ssiniaboratoire en parallele de mes travaux, et
un modele de stimulation indireot& des cellules M devrait étre mis au point afin aalfide

mimerin vitro les trois voies de contact existantesivoau sein de la muqueuse digestive.
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Résumé

La vaginose bactérienne (VB) est une infection tgémibasse considérée comme une dysbiose de la
flore vaginale, avec diminution des lactobacilla®tgcteurs et colonisation par une flore poly-
microbienne anaérobie, au sein de laquélednerella (G.) vaginalis tient un réle prépondérant. Les
probiotiques, dont ld_actobacillus rhamnosus Lcr35, trouvent une bonne indication dans cette
pathologie, en permettant de restaurer la floranedg et de diminuer le taux de récidive des VB,
probléme récurrent survenant aprés traitementiatitjbe du fait de la persistance d’'une altératien

la flore. Cependant, I'effet de ces bactéries hgués sur le systéme immunitaire, bras armé de
I'organisme dont le but est de nous défendre camtrgrand nombre d’attaques extérieures, notamment
infectieuses, est mal connu. Les cellules dendetgDC) jouent un réle critique dans ce systéme en
orchestrant les réponses immunitaires adaptatiglsspgenes ou inflammatoires. A I'état immature,
ces cellules assurent la surveillance et la priotedes muqueuses, notamment intestinales et dagina
par la reconnaissance de produits microbiens,AddFPvia leurs récepteurs membranaires appelés les
PRR. Une fois I'antigene microbien capté, les D@issent un processus de maturation et s'activent,
permettant ainsi la polarisation lymphocytaire TACBt la génération des sous-populations effectrices
Thl, Th2 et Th17 ou tolérogénes, les T régulatdtiohjectif de ce travail était donc d’étudiervitro,

sur une large gamme de concentrations, les préprigbmunomodulatrices différentielles &
vaginalis et du Lcr35 sur les réponses des DC et lymphaeytdi (Test de transformation
lymphoblastique et Réaction Leucocytaire Mixtehafe mieux caractériser les effets propres a chaque
souche et de confirmer ou non la pertinence, daintgle vue immunologique, d’utiliser ce probiotxu
dans le traitement de la vaginose bactériennemiRaioscopie électronique, nous avons montré@ue
vaginalis réduisait les capacités d’internalisation des DICf@mant des amas, induisant une faible
maturation de ces cellules et une faible sécréteaytokines anti- et pro-inflammatoires, en tetstem
large panel par technologie Luminex. De méme, ssifymphocytes TG. vaginalis induisait peu de
prolifération et sécrétion de cytokines. Prisesesnide, nos données indiquent gG@e vaginalis
possédenin vitro des propriétés immunomodulatrices peu intensesetad DC et les lymphocytes T,
induisant une réponse inflammatoire de bas gradeayrrait, de maniére intéressante, bien concorde
avec la clinique atypique de la VB, par nature péammatoire. Au contraire, le Lcr35 est fortement
internalisé par les DC conduisant & une maturalmse-dépendante et une sécrétion significative de
cytokines essentiellement pro-inflammatoires (FENFNF-u...). La prolifération lymphocytaire est
significativement augmentée aux faibles concemtnatide Lcr35, avec un pic a°X0FU/mL associé a
une production d’IFNg, cytokine pro-Thl et & une activation maximum 'ti2Q. Le Lcr35 semble
ainsi posséder des propriétés immunostimulatriopsitantes et pourrait ainsi induire une réponee pr
inflammatoire, pro-Thl. Pour conclure, ce profiup@it donc potentiellement étre efficace pourdutt
localement contre les effets @e vaginalis, en restorant une réponse inflammatoire au niveginah

de meilleure qualité. Cette hypothese, que noussaadénommeée « effet Booster » reste a confirmer
dans des études complémentaires a laifoigtro, chez I'animal, et cliniques. Dans un futur proche,
nous avons ainsi prévu de réaliser de nouvelleéreeqres, , dans lesquelles nous étudierons I'eéfet
ces deux bactéries dans un modele de polarisatimhogue a partir de DC et de lymphocytes CD4
naifs, les voies de signalisation intracellulampliqguées dans les résultats observés, I'effetdmt
incubation des deux bactéries sur ces mémes cebulenfin I'effet de la composante épithélialecgra

a des modéles Transwell® associant les cellulébdgles aux cellules immunitaires.



