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Les maladies inflammatoires chroniques intestinales (MICI) sont caractérisées par une inflammation

chronique de la muqueuse intestinale conduisant d@s dommages anatomiques et une

augmentation du risque néoplasigig2]. Elles constituent un enjeu soed@onomique car elles

touchent des sujets jeunes et leur incidence est relativement élevéeldamsays industrialisés -

par 100000 habitants/afi3,4]. La dysbiose ou déséquilibre entre les populations bactériennes

constituant le microbiote intestinal est un élément fondamental de la physiapagie complexe

des MI(B,6]. Elle se caractérise par une instabilité whicrobiote, une perte de sa biodiversité

~ ]JA E-]8 0%Z U E] Z o *% ]J(]J<h ¢ % ES] po] E u vS pun « ]v .

gamma% E}S } § E] X >[ Spu p ] o}Pu VEE o0 - S E] e 4 ul] E
OOMO * ce]ldl€ss épithéliales, cellules immunes) participant au développement et/ou a la

%o Ee]*S Vv o[]Jv(o uu §]}v O UM<H pe JvS ¢S]v o U }vesS]Spy

dynamique de la recherche fondamentale dans le domaine d&€3.Ml

Ce travail de thésee [Jve E]S ve 0 }v3]vuls s SE A uE i (( SH % E
spi X v (( 83U v}ipe A}ve ujvSE <<g 0o Ceo]}e A 15 puv Ju% 3 euE
JvS *eS]vo % E o0 % ES [pv S GErflammai®ire%o &gcaAlitRdteSum v S|

prausnitzif7]. Plus récemment, nous avons également observé que la dysbiose associk#CAux

§15 pv ( S UE % E ] 5]( E Zupus [&8 @insi, IESBVESité ded@/dyEbipgE [ u
semble 'S E ool ] J(( E vie % E}(Joe A}lopus](e D/ /X /o % & 8§
Jve <p v e 0 GCe ]} *uE o « A}] - o[]v(o uu 3]}v ]Jvs «3]v o X

Ve E U v}SE ]JvsS E!S ¢ *S %}ES uE o[ S EnGEftet]ve u § }i
leur utilisation comme biomarqueurs de la dysbiose associée aux MICI est intéressante. Mais par
ailleurs, ces molécules bioactives peuvent avoir un impact sur la régulation des populations

S§ E]vve Hd e]Jv 4 u] &} 1} [UV% UEESIPUE d usSAB] - o[]Jv(o ul
Jvd «8]v 0 » Z9J1Q@[Z€5

SE A Jo §Z « a(hw8jetusqueo v £A%0}E U o Su e U}o pO ° ] o
bactérien ou molécules du quorum sensing (QS). En,efieces molécules sont eeuj dans
o[ }*CeS u ]v8 0v%0 & ]S E ]e}pwartiopenk u[ @o o[ <pJo] &E * %o}% H0o $

§ E] vv ¢ %op]e<u[ 00 ¢+ A & vS 0o uE (( 8 v (}v S]1}v 0 vel]$
(effet de quorum). [ USE &lesauent également étrempliquées danso[]JvS (E S}}v Z€S

§ E] » % ES] 1% v3 ]ve] -lhwP }uwpPp Zivd GuviA vd (]88 }v o[} i
lvs &!S % ES] po] & o}E- o[ Su * Jve <pee opv(€uUi}S]IwE

intestinale.
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SRS Su E%O0o}E S}E o & Z € Z ulo HO * YA Ve O]
SE veo S]}vVv 00 U <[ %o %o U Cclinguedeatients atBihtEde MIClPpE o[ A% ES]-
notre équipe de rechercheoncernantla détection des métabolites bactériens par spectrométrie de
masse eto[ v oC- M u] €} ]}S olowS (*§fva[X i § [uv ES] 0 % E]V %o <
<u o](] & % E U A Vv %3 <pu] (18 8§ 8 o E figt@advikedé Gsveo S]}vyv
molécules du QS sur des cellules épithéliales intestinales. Les résultats complémémtairest in
vivo décrits ensuiteouvrent de nombreuses perspectives quant au role de ces molécules au sein de

o[ }*Ce+S u ]vS§ plds|particulrementu cours des MICI.

13



PREMIERE PARTETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

14



I. LE MICROBIOTE INTESTINAL HUMAIN

I.A. Description du microbioténtestinal humain

> u] &} ]}S ]Jvs ¢3]v o }ves]Suy puv }eCe3S u e %eo vA 1w, bdu% S
S UI}HE [Zp] & }vvuX > Sy 1P «8]( 2z &P e ISE « pv] oopo ]C

aussi des virus, des champignons et des macganismes tres particuliers appelés les archaea qui se

différencient des bactéries et dtegne animal. Parmi tous ces miasaganismes, les bactéries

forment le groupe le plus représenté. rOconsidérera donc que les données se référant au

microbiote intestinal concernent les bactéries qui colonisent notre tube digestif. Ce compartiment

devient pyv. 0 U vS Ju%}ES vS§ 0 %ZCe]}o}P] Zpu ]v u spuE <«<p of

fonctions physiologiques portées par ce microbiote. Méme si son éteste encore du domaine de

la recherche, une bonne connaissance de cetéit& apparaf nécessairepour appréhender les

avancées en cours visant a manipuler ce microbiote dans un but thérapeutique.
I.A.1.Biodiversité et mise en place

Le microbiote intestinal humain contient envird®'® bactérie§11] réparties en 4 phyla bactériens:

&]Eu] us «U § &}] $§ U S3S]v} S E]IU S WE}S} S E] S E %E&
plus complexes présents a la surface de la tewe u] E} ]}3 ]Jvs *8]v o [uv Jv JA]l u |
représenté par plusie(E ¢ VS Jv e [ 2% e § E] vvileest]gtabl&E au £ours §lu
tempq12,13] Plus de 80%les especes bactériennes appartenant a cet écosystéme ne sont pas
cultivables. La plus grande partie des informations concernant cet écosystéme a donc été générée
PE e uSZ} ¢ u}lo po JE - e o oy o0 e <<pv P u P v §
ribosomal 16S. La majorité des études ont été réalisées sur des échantillons de selles. La combinaison
de méthodes culturalépendantes et culturéndépendantes a permis de déterminer que les genres
BacteroidesEubacterium Clostridium RuminococcysBifidobacterium et Fusobacteriundominaient
le microbiote fécal. A la naissance, le tube digestif du noungaast dépourvu de bactérie. La

}o}v]e S]}v u] B} ] vv VRS * 0 ¢ %@E& u] E+ ]Jves vse Al X v o]
immunitaires sophistiqués deo[ poS U o 3Su ]P <3h€ est un}prviropnement
particulierement permissif et les niveaux de population y atteignent rapidemetitddktéries par
gramme de contenu. La colonisation suit néanmoins un schéma relativement organisé, sous la
dép v v ( S pEs A£E}Pv e ~ [}E]P]V uS &GvooU oJuvs]E& « 8§
secrétions du tube digestif mais aussi les produits des premiers {migemismes colonisateurs qui
globalement conditionnent la physiezhimie du biotop§l4]. Les bactéries @grobies qui dominent

o u] &} 1}S ]vs «S]v o o[ MOS (}VvS %} @ERB]V]eLr %@ W}VWEEEU] GBJE -
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V]ee v % E A}] ee X > Uu]e V %0 el ee]A [ *% o § E] vv

deux ans a un microbiote stable @lan fonctionnel. Ces bactéries se répartissent tout le long du

S ]P *S]( » o}v < }v VvSE S]}ve E}]ee vS ¢  Y%op]e ¢ %o ES] ¢ Z !
]S < O o S E] - ve O *S}u S 0 ¢ % ES] e« s E] pE -

concentrations vont croissantesple <[ S$S 1% ES E] » % E PE uu }vS v ve
S BEu]v oX > o § ]+ v E} ]+ ( pod 8]A + }lulv vd ve 0[]vE «&]v F

anaérobies strictes dominent les bactéries andodes facultatives dans le cblon distal et les selles par

un facteur de 1000 environ. La densité bactérienne atteint son maximum dans le colon distal avec

10 bactéries par gramme de contefib] X >[us$]o]pF}$8$Joe ulo po JE - UlvsE «u ¢

grande partie (deux tiers environ) des especes dominantes observées dans le microbiaie f¢gl v

individu lui est proprgl5].

I.A.2.Stabilité tRésilierce

Une foisle microbiote adulte mis en place, et si les conditions environnementales ne changent pas, la
composition en grands groupes bactériens et en especes dominantes est stable dans le temps. Ainsi

si on réalise unélectrophoréseparticuliere o[ HWactériev % ES]E [pv e« 00 [pv ]v ]A
observe pour chaque individu uncede barre»unique hautement stable dans le tenjf8]. Cette

notion de stabilité dans le temps du microbiote est nouvelle et fondamentale, rapprochant le

u] &} 1}8 [pv Vv38]§ <3 Ep nejldgui endaiQhwésildble «organe caché.

En revanche, les populations sous dominantes, minoritaires, peuvent falér Des facteurs
evAJ]E}IvvV u v8 P/E % PA vE Jv p]E e ZVP uvde ui pE+*X [ 5 0 .
Z vP u vS§ ve o0 & P]Ju oJu v8 JE }u Vv }E i TufEy [pv Jv(

%o E * UV % ESUE S]}v § }eCeS u U o E &dru@uvel @fuidipreo] € vS§

est une caactéristique importante a connaé. Ce phénomene est appelé résilience du microbiote

inS «3]v oX /o [ P]S 0O uje v E}uS %Z Viu v e CV U] }o}l

restorent le microbiote aprés perturbation. Ceci est bien évidemment a prendre en compte lorsque

o[}v VA]e P u} po @ o u] E} 118 Ve UV ALS «8Z E o JAHEL X 0P §

antérieur ou vers un nouvel état stable est un élément mal connu et évalué a quelques semaines ou

ulle % E ¢ pv % E]e [17]. \La]lrésjiehcg du microbiote intestinal tesun sujet de

recherche majeumotammentétudié lors des approches de transplantation de microbiote fécale qui

commencent a étre pratiquées.
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I.A.3.Structure et description claggue et moléculaire

Le microbiote intestinal est composé de*diicro-organismes réparsien 160 espéces bactériennes

Z 1 puv]v ]JA]l p % Eu] o uloo] & [ *% ] v8](] *« veo s+ }Z}ES - ;
o[ § u vS]lvv % E s LA hegtdries sont majoritairement réparties en 4 phyla
bactériens: Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteriet Proteobacteria Les Firmicutes et les
Bacteroidetesconstituent les deux phyla dominants du microbiote avec une représentativité
respectivede 6075% et 308i19X s]A v§ Ve 0 % O0OU% ES . e Vv eV [}AEC
environnement dont les propriétés physichimiques sont souvent difficiles a caractériser et a
reproduire, ces bactéries intestinales ne peuvent pas étre cultivées enalalirer Des approches
culture-]v. % v vS e o e epyE 0 °* <pv P pPv } vsS o[ ZE E] }e}u o
}vs § A 0}%% °* (Jv [ %% E Zv & o PE v JA E+]8 p u] E}
[ Z v3]loo}ve % pA v3 ISE [ Vv oQE » p@AV *% SnEdsant «  }

o[ }*Ce+S u ]JvsS *S]v oX Wleupopudiond baatéviéndes liées a la muqueuse et celles
contenues dans la lumiére intestinale doivent étre distinguées. Elles présentent des fonctions et une

composiion bien différentes. Le biofilm composant le microbiote muqueux a la surface de

O[] %]8Z o]Jpuu ]JvS *S]v 0 %o}ee e (}v S]}ve u 8§ }o]J<pu e % ES] po] «

oJu vse § [ Z vP VUSE]JU vSe ]Jve] <u[uv (}vaBdddu Jystemes]}tv §

Juupv]s 1&E o[Z€S X > u] &} ]}S Jeen [ Z v8]oo}ve ( HUAE 5 0 %
o ( Jo]s }oo § . Z v8]oo}lveX D!'u ] o[]Ju%}ES v e J(( C

et le réle du microbiote fécal ve Imicrobiote muqueux est reconnue, elle demeure a ce jour mal

évaluée.

hv 8u % 0] v 11id ve 0o & Ap ]V % E pv  <ul]% u E]

NS Vv(}E E]5 o u] &} ]}3 ]vs «8]v 0o up<p UI]. Gey auteurs[gnt JA] pe o
obtenu 11831 séquences codan o[ ZA&SIbactérieret 1524 séquences codant le géne du 16S

% @E * v3 Z 1 o0 @E Z +X >[ v oCe %ZCo}P v 3]«u o[ ve u o

o[] vS8](] S8]}v TOA %ZC0}SC %o * S E] ve S [MHV ¢ HO % ZC0}SC %

Methandbrevibacter smithii Sur les 395 phylotypes, 301 correspondent a des Firmicutes et 95% de
ces séquences appartiennent a des bactéries du groupe Clostridia. Certaines de ces séquences (42),
correspondent a des bactéries produisant du butyrate et appartemamtclusters IV, XIVa et XVI de

ce groupe Clostridia. Parmi les 65 séquences correspondant & des Bacteroidetes, de plus grandes
variations ont été observées entre les individus. Dans ce phyBacteroids thetaiotaomicrora été

retrouvé chez tous les individus. Ensuite, quelques séquences seulement correspondant aux

ProteobacteriaauxActinobacteria auxFusobacteria&t auxVerrucomicrobiant été identifiées.
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v & ]J*}v [pv  Ju]lvusS]}v ¢ }. 8 pdébikp vo[PEZHS o[ u o]}& S]}v
}uS]oe alysev bieinformatique, il est Hi}pE [Zn] %o}ee] O Ju% E E o }u %o}
communautés bactérienre p SE& Spe P ¢S]( [pv P& v :veénfardE adulte,spi Se
personne agé, patients obéses, pants atteints de maladies inflammatoireshroniques de
O[]vS S]WU>[SVvWoC- o[ ve u o * P v}iu - S E] ve % E * VS Ve pv
*S %0 %0 O voCe usS P viulcp X PE ve %E}PE uu e+ [ Vv oCe K
humain ont éé entrepris ces derniéres années (Metalfl8). Dans ce programme MetaHIT,
o[ v oC- 160 Z vS]oo}ve e 00 %dogHal fle 3,P} millierjsdEle |genes §
répartis dans 7381 groupes @e-abondance de génes. Environ 10% de ces groupes correspondent a

. § E] ¢ ~%oO e < 2 . S E]eeviCVS8iul]e 8§ E(EvV =« Vv
Les 90% restants correspondent a des groupes de virus bactériens (bactériophagdajsnudes
~(E& Pu vse [ E § E] ve ]E& po JE e }pn Vv }E e P v e <u] % @E&}s P

virales (connus sous le nom de séquences CRISPR)

Selon un ségq v P M uS P viuaJ]E S o[ ve u o * Rtemamt a%&&

bactéries, réalisé a partir de selles collasgt@uprés de 124 européens en 2009, il y aurait de 1000 a

1150 espéces bactériennes différentes dans le microbiote intestinal. Chaque individu hébergerait
environ 160 de ces espéd¢a8]. Comme attendu, parmi les espéces prédominantes du microbiote

les auteurs ont trouvé des représentants des ph¥mmicutes (Faecalibacterium prausnitzii,
Clostridium leptum, Enterococcus faecalis, Roseburia intestihedis Bacteroidetes(Bacterades
thetaiotaomicron, Bacteroides vulgatlyse U * P MpredEubacteriumRuminococcugDorea
longicatena, Ruminococcus torque, Eubacterium haliX KvS P o u v$§ €5 dds esfddds

de Bifidobacteria Proteobacteria et des représentants du gupe StreptococélLactobacilli
(Streptococcus thermophildée X - o o[] vS8I(]l S81}v ¢ *% - § E&] vv ¢ % E
o[ }*Ce*S u ]JvS «S]v o v }v ]|S$dvces andigses} njdtagénomiquesrmettent

également de caractériser les madétions de la composition et les modifications fonctionnelles du

u] &} 1}8 Jvs ¢8]v oX > « (E€0 » u[ £ & 5§ v8]S }vS u i HE* %o
étre portés a notre connaissance afin de pouvoir moduler certaines fonctions physiolsgique

modulant le microbiote et/ou appréhender les conséquences fonctionneliesnodifications du

microbiote.
|.B. Fonctions du microbiote

> %o E Vv % EU Vv VS [MV Ju%}ES v§ JIu e § &E] vv ve 0[]V
physiologiques, pouro % 0U % E S Vv (]<d ke %ippofdiote infe8tinak peuméme étre

considéré comme uwréritable organe a part entiere.
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|.B.1 Effet barriere et fonctions immunitaires

Il existe dans la lumiére intestinale une compétition pour les nutriments ete[p§ « [ Z & v
épithéliaux entre pathogenes et bactéries commensales. Par ailleurs le microbiote produit des
bactériocines et il est capable de stimuler la production de peptides antimicrobiens par les cellules
épithéliales. Il induit également la prodiion des IgA sécrétoires et favorise le bon fonctionnement

des jonctions serrées entre les cellules épithélj@esu <u] Julvp O[]VA <]}v % E .

pathogenes.

Outre ses propriétés de barriére, le microbiote intestinal joue un réle fondamental dans le
développement et la maturatio du systéme immunitaire. La découverte de cette fonction

e v3] oo A] vs o[} » EA 8]}v ¢ J((E v o VSE <}pE]e &£ v]cu »
donc dépourvues de microbiote) et souris conventionnelles (élevées en animalerie cld2difjles

souris axénigues présentaient de nombreuses anomalies au hiveau du systéme immunitaire
intestinal: hypoplasie des plaques de Peyer, diminution des lymphocytes intra épithéliaux, déficit en
certaines populations lymphocytaires T, diminution de décr §]}v ]JvS S]v ode Ip/P U

}v. vSE& 38]}v [Juupv}iPo} po]v ¢ ¢« E]<Hu ¢ 8§ 0 % E} u S]}v CS}tl]v
S U e Viu 0] e v VE}vv ] VS % ¢ M *Ce*S u Juupv]s JE ]JvS 3]\
dans la rate et les gahgns lymphatiques des zones lymphocytaires atrophiées. Par ailleurs,

<L o< e e u]Jve %E-e+ of[]v} po S]}v pn u] E} ]}S *JUE]s }IVA v§
A v]<yg U o[ ve U O e ¢ VvViu 0] ¢ J*% & ]e* ] v8X

Au-dela de ces observations sur fesictions globales du microbiote, il semble que certaines espéces
§ E] vv e ] VS e %o E}%E] S ¢ *% J(]<H *X >[Z}u }eS o] ]JvS ¢S]V «
%o V V [uv <«u]o] & VEE o0 °* 0CQU%Z} CS e+ d (( 8§ pEe ~dzio
lymphocytes T régulateurs (Treg). Il a récemment été montré que certaines bactéries stimulent
particulierement les populations Th1l7 intestina[@2] o}@Ee <u [ USE * S]updpas o « dE |
o[]vs Gu ] ]J&E . ] « PE - Z v o }Uu[ER Ellesuganicipenti@itBilag]e v$§

ujJvs] v o[Z}u }+8 ¢] ]JvS *8]v o X
I.B.2.Fonctions métaboliques

> o % E]V ]% 0 ¢ *}uE&E <+ [ v EP] pHpu] &} 1}S ]vsS *8]v o *}vS 0 ¢« Pop
ve 0 (] ® « o0]Juvs JE + v}v Jdangle drabdusdeigestiz €dpérieur et qui

parviennent dans le célon. La nature et la quantité des substrats disponibles dépendent donc des

individus et de leur régime alimentaire qui constitue un facteur environnemental susceptible

[Jv(op v E o[du pjiorpbi@te. La biotransformation de ces différents substrats par le
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u] &} 1}8 }ol<p % Eu § pAE § E] « [} § vEcragsanc& BJusE <+ |E
part,elle P v E 0o % &} p 3]}v [puv JA E-]$ u $ }of &bsorbgd et}vs %o}
pusS]o]e ¢ % & o0[Z€S X

|.B.2.aMétabolisme des glucides

Slon les individus et leur régime alimentgiré0 a 60 g de glucides fermentescibles par jour
parviennent au colon. Différents groupes bactériens du microbiote colique avec des activités
complémentaires forment une chaine trophique de dégradation anaérobie des polymeres
glucidigues en métabolites fermentaires. La premiére étape est la dégradation des différents
%}o0Cu E ¢« Vv (& Pu vS8e %o0pe % S]Se ~}0]P}e] <Ugrgnde Yariétqt] ( 15 ]V
[ZC E}o ¢ ~%}0Ce (€] * U POC }*] » *YeX ¢ VICU * *}VE % E}
microbiote colique dites &brolytiques», appartenant principalement aux genrd3acteroides
Bifidobacterium Ruminococcugt Roseburia Les bai@ries glycolytiques transforment les glucides
ainsi produits en pyruvate en utilisant la voie de la glycolyse. Par la suite, le pyruvatenséniei
transformévia différentes voies métaboligues en acides gras a chaines courtes, produits finaux de la
feru v§ §]}vX /o <[ P]S§ of] S$ 8 % &} ul]S % €& o u i}E]S e %0
(Bacteroides, ClostridiuMeU p % E}%]}v § *CVvSZ 8] % E]V [% 0 u v % &E
Bacteroideset également parPropionibacteriumet Veillonellaet enfin du butyrate produit par les

espéces des genré&ibacteriumCoprococcysRoseburiaFaecalibacteriuf25].

|.B.2.bMétabolisme des gaz

>[2C E}P v e 0 Pl ui}JE]38]E uvs %E} uls o}E- * %o E} eeope (
<u vs§]§ ( }v <p}sS] ] vv Ve 0O €o}vX ~}v o]Ju]v §]}vU e v3] 0O
fermentaire, est possib %oOoUe] WE* U V] E X /O % pus 's€ £ E S % & o]
% @E A}] %opou}v JE U u J* 0 %ope PE vV % ES]n situpafs€s E}P v
bactéries du microbiote colique dites hydogénotropfa&]. Les trois types de transformation

principaux sont : en méthane par les agéelsméthanogénes (présents dans le microbiote colique de

30 a 50% des adultesgn acétate par les bactéries acétogenes, et enfin en sulfures au potentiel
délétere pour le cblonocyte par les bactéries sulfggductrices (dont le genre prédominant est

Desulfovibrid.

|.B.2.cMétabolisme des protéines

La biodégradation des protéineest quantitativement moins importante que celle des glucides mais

elle est fondamentale car les protéines représenteatptincipale source azotéeles bactéries
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coliques Chez certaines espéces (des gerse(oo}v oo U &pue] § E]etFmeritast&] JpuyY
pas les glucides, les acides amn&gont méme utilisés commerincipale <} u & [ v EP] X >
métabolisme des protéines fait intervenir plusieurs espéces ayant des activités complémentaires. Les
bactéries dites ¢rotéolytiques», appartenant aux enres Bacteroides Clostridium,
Propionibacterium, Fusobacterium, Streptoccoceutactobacillussont capables par leur activité
% E}S eo]l<p  [ZC E}0Ce E 0 ¢ % E}S Jv e V % S]S % %S] X ES v
assimiler ces peptidesequi *[ }u% Pv (& <p uu vS§ o o] & S8]}v [ ] * ulv
e E}vS uSlo]e ¢ % &E [ USE - S§ E] ¢« Jv % o0 [ ee]Ju]jo E J&E
( ®u vs 8]}v . ] ¢ u]lv e psJo]e %oopue] HEe E S]}tve [3AC S]}v
principale est la voie réductrice de désaminati&traboutit comme la fermentation des glucidesaa |
(}E&uU S1}v [ ] « P&E+*s }pES *« ~ S35 U %E}%]}v S U PSCE § * u ]
Néanmoins, de nombreux autres composés comme des pbgdek acides diarboxyliques et des

] « PE + E ul](] » ~]*} USCE 3 U J*}JA 0 E 8§ Ye ¢}vS8 P o u vVv3 %E} ¢
et indoliques, issus de la dégradation des acides aminés aromatiques et qui sont potentiellement

SIAE]«U « %o} pus@nt alhgofb®s et détoxifiés dans la muqueuse colique, puis excrétés dans les

HE]V «X >[ uu}v] S P ouvs <}CE ve o0 €o0o}vU Jo & i}]vs o (}]
Jo 3 }VA E3] v pE <<p] * E oJu]v % & adss] uneg @lice Majetre [ uu}lv]
[ 1}8 % }uE pv PE v viu E § E]l e+ p u]l] E} 18 ltol<p «u] of
[ 1] * u]vePE 0 U E-tradsfékdse. u]v}

|.B.2.dMétabolisme des lipides

Les lipides de la lumiere colique comprennemte 0]%] ¢ Vv}v lE - ve 0[]vS <S]v P
provenant de la désquamation des colonocytes et les lipides bactériens. Ces acides gras sont
SE ve(}E&uU ¢« ~ZC E}oCe U }AC S]}vU & p S8]}vU ZC E}ACO S]}tvyYe

colique. Le chiestérol colique provient pour la majorité de la bile (70%) et pour le reste de

o[ oJu v8 §]}v ~1i9- § 0 o< U S]}v ¢ OOHO * %]SZ 0] 0 ¢ JvsS §°
% E o u] E} ]}S VvV }% E}eS vio <u] v[ S e danselpsHec®d. Cptte S o]u
((] 18 «$ SE - AE] o [UV epi § o[ USE&E S o Su&LE ( o } %o C

dans la réduction du risque cardimsculaire et la cancérogénése colique. Les acides biliaires, produit

de transformation du cholestérol pag foie, sont conjugués a la glycine ou a la taurine, ce qui a pour
conséquence une amphiphilie accrue. Quatigt quinze pour cent des acides biliaires suivent le

cycle entérehépatiqueW « @E 3]}v Jo] J|E U E *}E%S3]}v u topAaufioie o[]o }v
vimo *Ce3 U %}E3S U Avs [ISE VIMA p o E § Ve 0 ]Jo X N i

secrétés dans la bile parviennent donc au cdlon ou ils sont métabolisés (déconjugaison, oxydation,
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épimérisation, 7 alphaéshydroxylation, désulf§ §]}vYe % E 0 -« S E] « |des] E} ]1}8
biliaires dits secondair¢®8]. La déconjugaison (espéces des gerBasteroides Bifidobacterium,
Clostridium.). rend les acides biliaires plus hydrophobes et favorise leur absorption passive. Les

] ¢ Z}ol<p § Z v} }AEC Z}o]J<p U ] ¢ Jo] ]JE ¢ % E]Ju JE * % E]"
transformés par 7 alphdéshydroxylationpar les espéces du genr€lostridium en acides
desoxycholique et lithocholique (acides biliaires secondaires) qui pourraient avoir un effet
carcinogéne sur la muqueuse colique. Les hormones stéroides et des xénobiotiques suivent
également un cycle entérbépatique et les mémes voies métaboliques avec conjugaison hépatique

et déconjugaison par le microbiote colique.

En considérant le role fondamental que le microbiote intestinal joue dans la réponse immunitaire
ainsi que dans différentes voies métaboliquess vS] oo - O[Z€S U }v % pusS ( Jo u vs
o[Ju% S (}v S]}vv o [pvV e <pulo] & u] &} 1}s uE o A 0}%

pathologies immunitaires et métaboliques.
I.C.Concept de dysbiose etriplication du microbioteen pathologie humaine
I.C.1. Définition de la dysbiose

Le microbiote intestinal humain est exposé quotidiennement a des perturbations variées, parmi

0 *<h 00+ EZ ]V e+ % PA v }v p]Eadirgun % GERUuE [S}Rv o[ <u]o] E
o[ }+Ce+3 ué¥at deSdéséquilibre est caractérisé par une perte globale de la biodivestsitge

FE% Vve]lv ES Jv - § E] * u]lvs vp e Z ]Su 00 u vs uv v]A u
sain.Les conséquences fonctionnelles de cette modification du mic®bidée pA v S E o[}E]P

du développement de nombreuses patholog@msau moins y participer
I.C.2. Microbiote intestinal et pathologies humaines

/o 8§ pi}pE& [Zu] o ]JE u vs § o] <gu  goueugyn @le | ddnscéngdnes Jv o
pathologies du systéme digestifau cours desquelles on peut observer une dysbi¢sancer

}oJE& S oU uo ] e ]v(o uu S}]E » Z@E}Ww]<|P 0 U &[§fvSveShve e [} -]8
§ [ u8]eu X

>[ uPu v§ 3]}v 0 %E A ov O[} MEES +33 OBV]<(H ©odlr& %o U3
uniguementdue a des facteurs génétiquetse réle du microbiote intestinaldans le stockage des

PE ]Je* « 3 @[été re¢dmment investiguéDes résultats parus dans Natuwe 2006suggerent

gue le microbiote intestv o }VvSE] p O[ *}E%S])}v % E O0[Z€S Popu ] « §
stockage des graisde9]. Ces eff§¢ « E ] vS 0] o[]v n S]}v d#oclatEpogenésp EE} ]}3
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Z % S]<p & u 8} I P « §E]POC €] * Ve 0+ %} C& X [ uSCE

montré que le microbiote de souris obés@b/ob), invaldées pour le géne de la leptine, comportait

une proportion anormalement élevée de Firmicutes et anormalement basse de Bacteroidetes. De

plus, le transfert du microbiote de ces souris obéses a des souris axéniques induisait une
MPu vs §]}v o[ @Bérgetigsd }Jdes aliments ingérés supérieure a celle induite par le

SE ve( ES [unv u] &} ]38 *JUE]s u]v X Z 1 o[Z}uu } fécal Jo A ]S

une proportion augmentée de Firmicutes et diminuée de Bacteroidetm®parativement ausujets

minces De surcroit,0 % &S %}] * * u O JEE o A o[ phPu vs §]}v

Bacteroidetes. Ces données récentes suggerent donc un lien entre le microbiote intestinal et
o[} <[F8,30}

En outre, il /E£]*S pv C+ ]}adice uheedodification de la composition du microbiote

Jvs «3]v oU Z 1 0 « espi 8¢ «}p((E v3I31]16). Dams c€te §idg, s ateurs ont

§ 0] pMv ES o] Ce 1} eel ] V1 v E }o}E S o v ¢[]vs
bactériennes colonisant les tumeuversuscelles retrouvées dans les zones de muqueuses saines
adjacentes. lIs ont ainsi montré que les zonascdlon touchées par les tumeurs présentaient moins
de Firmicutes et plus de Bacteroidetes que les zones saines et représentaient une niche pour les

Coriobacterig Actinobacteria).

L[Ju%oo] S8]}v S}AE]V - § E] vv - ve 0 +u(EAaégalempnt été E }0}(
montréeX W E A u%o U o P v}3§}HBEsthéschia cofirpdudsant If colibactine, une
S}A]vV % O [Jv H]CE - W& *O[JuEO § pv ]JvesS Jo]S P v S]cu I
cellules épithéliales intestinales en twuk a été largement démontré¢32]. La colibactine a été

montrée comme promotrice de tumeurs colorectal88].

Enfin,de Su ¢ % E oJu]v JE& ¢ }vsS u}vSE «u[]Jo A]*5 ]S pv (}CEuU
autistesavec une diminution dé\kkermansia muciniphilat de Bifidobacteriumspp. dans les selles

de ces patient$34]. Une autre étude récente a montré, sur des biopsies réalisées chez des enfants
présentant un trouble autistique et souffrant de troubles gastitestinaux, une augmentation des
phylotypes appartenant a la famille Alcaligerae et au genreSutterella particulierement les

espécesS. wadsworthensist S. stercoricanf85].

WIuE S u}]Pv GE o[]Jv(op v . § E] ¢ JvS *SJv o e+ cpuCE o }u %o} C
certains probiotiques a été étudiée. En 2013, un groupe de chercheurs américains a matré qu

Z1 o luE]e A e« SE}H 0 ¢ p3]*8]<n *U o[]vs *8]v }v3 v |5 u}]ve
Bacteroides fragiligue Z I 0 ¢ ¢}uE]Je & u}]veX >[ u]v]+*SE 3§]}v as8s }p Z
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permis une amélioration des troubles psychomoteurs liéh vAE] § S pv u o]}& s]}tv

communication entre individy86].

Une dysbiose a donc été mise en évidence dans plusieurs pathologies digestives mais aussi extra
]Jvs ¢8]v 0o U u ] [ 8§ Ve 0 UO ]+ ]Jv(o uu 8}JCE » ZE}V]<H * Jvs »

jour la mieux caractérisée.

I.LES MALADIES INFLAMMATOIRE®RHKRIES INTESTINALES

II.A. Maladie de Crohn et rectocolite hémorragique

Les maladies inflammatoires chronigues intestinales (MICI) sont caractérisées par une inflammation
chronique de la muqueuse intestinale conduisant a des dommages anatomiques et une
augmentation du risque néoplasiq(®. Elles évoluent par poussées entrecoupées de périodes de
rémission.Elles constituent un enjeu soeé@onomique car elles touchent des sujets jeunes et leur
incidence est relativement élevée dans les pays industrialis&$ (@ar 100000 habitants/aniette
incidence est en gobale augmentat[8ii]. Ellesne menacent pas le pronostic vital (effet faible sur la
mortalité) mais pénalisent de facon importante la quatiévie On peut distingueR types de MICI

la rectocolite hémorragique (RCH) et la maladie de Crohn (MC).

La RCHiébute le plussouvent vers I'age de 280 ans Elle revét des formes particuliéres chez le

jeune enfant et aussihez lesujet 4gé, surtoumasculin, apparaissant notamment apres l'arrét d'une
intoxication tabagiquelLa RCHe présente par une inflammation chronique touchant le rectum et

une partie plus ou moins étendue du color.[ §S§ ]JvS§ S réwagfade et reste en regle
générale superficielle. Les symptémes classiques sont une diarrhée ghkarglante et/ou un
syndrome rectgl ce qui fait que le délai diagnostique est en général colstclassification de
D}vSE o ]*S]vPu 7T (}CEuU - Z , o 0o}v o] £35uMyBdBVTrente paurcentp ~35 o
des patients ont une atteinte rectale (E1) diagnostic,40% une atteinte distale (E2} 30%une

atteinte étendue (E3).D ]+ o[ 33 Jvs [ 8 v Z 11719 =« % 3] v3+ VA]J]E}v p }u
de la maladig39]. Par ailleurs, deRCH authentiques développiesecondairement des lésions ano
périnéales ou de lintestin gréle conduisant au diagnostic secondaire de maladie de Crohn. Cette

éventualité a été chiffrée de I'ordre de 10% apres 25 ans d'évoldidn

La maladie de Crohest habituellement découverte entre 25 et 30 ans a I'occasion d'mesgee
inaugurale ou d'une complication, mais elle n'est pas exceptionnelle chez I'enfant ni chez le sujet agé
Ellepeut atteindre v[Ju %} ES <« odu tuba digéstif maiprincipalemento[]vs «3]v PE!o § o

colon Les symptdmes sont variables, fgas fréquents sont des doulesiabdominales, une diarrhée
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et un amaigrissementContrairement a la RCH[ 1SS ]d& la maladie de Crohest en générale
discontinue et transmuralX >[]v(o uu S]}v % E<*]*S vS % MUS }v pu]E [VRY S
qui se manifeste par ¢ }u% 0] S]}ve SC % abcég] et deo stddosds qui peuvent
nécessiter un recours a une chirurgie de résection intestinale. La classification de Montréal permet

de classer la maladie de Crohn selon 3 critdééso|[ P npstid, IR localisation et le phénotype
inflammatoire (B1), sténosant (B2) ou perforant (B3) (tableg88].)Au diagnostic, environ un tiers

des patients ont une atteinte iléale pure (L1), un tiers une atteinte colique pure (L2) et un tiers une
atteinte iléocolique (L3).>— 33 ]v§ V% E]Jv 0 U % ope (dBte gohofle, et « [ 88§
observée initialement chez moins d'un quart des patients, et a un moment ou un autre de I'évolution

chez environ 50% d'entre ej4d]. Chez un méme individe Iphénotype est trés lié au siege initial

des Iésions et change au cours @wdlution de la maladie

RCH Maladie de Crohn

Age au diagnostic Al: G i0 v
A2:17-40 ans
A3:H 0i v

Localisation E1: rectum uniquement L1: iléale

E2: colon gauche (distale) L2: colique

E3: étendue (ad o© o[ | L3:iléocolique

colique gauche) L4: atteinte digestive haute

Phénotype B1: non sténosant non perforant
B2: sténosant

B3: perforant

p : atteinte périnéale

Tableau 1. Classification de Montréal de la RCH et de [88]C
I1.B. Histoire naturelleet impact des traitements

Les MICévoluent habituellement par poussées entrecoupées de rémissions, de fagon peu prévisible,
enfin de gravité treés variable d'un malade a l'autre, et chez le méme malade d'une phase évolutive a
l'autre. Les données @b grandes études de cohorte, notamment danoises permis de mieux

comprendre leur histoire naturel[¢0,42]
I1.B.1.Rectocolite hémorragique

La RCH évolue habituellement sous forme de poussées de durée bréve sous l'effet du traitement,
entrecoupées de rémissions parfois trés longues. L'intensité dessges et leur sensibilité au

traitement médical sont tres variables et peu prévisibles, méme si des poussées rapprochées
annoncent souvent une mauvaise réponse au traitement. Dans environ 10% des cas, la maladie

évolue d'emblée selon un mode continu, chigue actif, sans rémission. Une autre possibilité
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A}ous3]A Ju% E Ale] o 3 o A 0}% % U VS [UV %o}upes PE AU } -
sur 5, et cause principale de colectomie dansplesniéresannées de la maladi¢.e risque cumulé
de cole $}u] Ve 0 Z, *8 8E « A E] 0o +o0}voe 3u U 030%opue *}uA
aprés 25 and 'extension et la sévérité de la RCH au moment du diagnostic sont les meilleurs facteurs

prédictifs du risque de colectomie.

La survie des patienyant une RCH ne parait pas globalement différente de celle de la population
générale, avec quelques nuancdssemble en effet exister un petit décrochage» initial, dans
'année suivant le diagnostic, décrochage en rapport avec les formes gravelsnitafutes et les

décés péropératoires; cette surmortalité initiale a considérablement diminué avec la
standardisation de la prise en charge thérapeutique des formes graves. La deuxiéme nuance par
rapport a la population générale porte sur les causes éieed a long terme, on note en effet une
augmentation des cancers digestifs et des affections hépatobiliafkascontraire,on note une
diminution des affections cardiovasculaires et respiratoires liees au tabac du fait de la faible

proportion defumeurs dns la population RQ4.

Les poussées de RCH sont en ragaéralesensibles au traitement médical, proportionné a la
gravité clinique et A Hv  A}] [ u]vinai@eEh}forction de I'étendue des lésionsa
corticothérapie orale emiine une rémission comgtie a partielle cheb5 a 85% des patients, avec

un taux de corticodégndance a 1 an de l'ordre de 2p®8]. Le traitement médical intraveineux
intensif selon le protocole de Truelove a transformé le pronosticfoleses aigués séveres autrefois
mortelles jusque dans un tiers des cas. Ce traitement permet de contrbler environ 2 tiers des
% }pee o o A E X >[]v(0o]&]u JW o }e 8 %ope E E uvd 0o ] o}
nonrépondeurs au traitemenintensif44]. Le pointnotable est que le traitement médical peut
permettre a un certain nombre de patients d'échapper a la colectomie et d'avoir ensuite une
évolution bénigne. L'azathioprine ou lanfercaptopurine, et aussi les affNF et les anintégrines

en entretien, soh prescrits dans la RCH, soit dans les formes graves en relais du traitement
d'attaque, soit dans les formes corticodépendantes et dans les formes distales réfractaires. Les
immunosuppresseurs ont clairement un fort effet d'épargne corticoide. Le recdars@ectomie en

E ]e}v o[ Z HSE ]JS5uvdu ] o+uo A V]E u}]ve (E <p v8 o]

Les patients coloproctectomisés/ecanastomose iléanale sont exposés au développement d'une
pochite, ou inflammation du réservoir iléal. La pidehaigué est trés fréquente (50% des opérés a 5
ans) mais en regle contrdlée par I'antibiothérapie. La pochite chronique est une éventualité rare (5 a

10%) mais de traitement difficile, et peut étre interprétée comme une récidive de la MICI au niveau
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dur « EA}JE Jo oX >[ %% E]3]}v 0 *]J}ve ]Jo o0+ v u}vd p E « EA}]

type Crohn est une autre éventualjtb].
11.B.2.Maladie de Crohn

L'évolution anatomique globale de la maladie de Crohn est mieux connuesdigpdiscription du
modele de la récidive posthirurgicalg¢46,47] L'évolution naturelle de la maladie de Crohn non

opérée semble tres proche de Hu modeéle de la récidive pashirurgicale

Si h localisation initiale des lésions, au moment de la premiere poussée, est déterminante des
localisations ultérieure§) 0 %Z v}3C% U opu]U Alopu Z 1 pv ulu Jv JAl pu p 1}
la maladie En régle générale, la maladie progresse sur le plan anatomique, avec des lésions de plus

V %0pHe * A E « Pt (Jo B 3 u%eX >[JuP E] ~V}e}%] U  vv EU |/
% EIPE ¢¢]}vU u spyE o0 % & pv [N (fighre 1plds/études depopulation telles

que cellede|Kou-«s }UvSC Jv J<p v8 pv E]e<gd  HUMO }u%o0] S]}v Jvs -
*$ v}e v3 U fii9 % E 11 ve [ Alop3]}vX

U JUE- o[ Alopusd]}vU VA]JE}v pv 8] Ee« * % 3] vi3e A 0}% % V3§
manifestations extraligestives, les plus fréquentes étant les manifestations articulaires, cutanées

(érythéme noueux, pyoderma), buccales (aphtose) et oculaires

Il est quasimpossible lors de la premiére poussée de prédire quelle sera I'évolution ultérieure. Les
moins mauvaigriteres prédictifs de gravité sont I'age jeune, I'existence de lésions anopérinéales et
la nécessité initiale d'un traitement corticoide, indicateur rétrospectif de la gravité clinique de la

premiére pousséd].

La progressiodes |ésions anatniques, mesurablgarle « Léman index figure 1) finit t6t ou tard

par conduire au développement de complications qui ne sont pas accessibles au traitement médical
et doivent étre opérées. Il arrive aussnéme si cela est plus rareue la maladie éappe au
traitement médical. Dans la cohorte danoise, le risque cumulé de chirurgie d'exérése intestinale est
de 82% a 20 af@2]. De plus, il «S (E <«<p v§ [!SE e@EHroh%0%Edes Sujets doivent étre
réopérés 10 ans aprés une premiéeraralgie. Chaque année 2 a 3% des patients doivent subir une

résection intestinale.

27



Sténose
Chirurgie

Fistule/abcés

aJ10leWwWejul YAIDY

Destruction digestive

Evolution
initiale

Déclenchement de Diagnostic
la maladie

Pré-clinique Clinique

&IPUE iX WEIPE °¢°]}v ol 8]A]8 ]Jv(o uu 8}]E & 0 *SEWU S]}v
[ % & « WelRlllvS

La mortalité est légérement augmentée papport a une population normale dans la plupart des

études de populatioravec untaux de mortalité standardisé (rapporté a la population générale) de

1,50 (1,321,70J48]X > u i}&]S 0 U}ES 0]S V[ *S % * Ju%ousS o ]JE §
Crohn et a ses complicatisriLe tabagisme, plus fréquent dans une population de malades de Crohn

gue dans la population générale, explique probablement une partie gegéede mortalitgt5].

Si les poussées de maladie de Crohn peuvent avoir une évolution spomanévorable (25 a
40%), leur symptomatologie bruyante nécessite habituellement un traitement rapide. Les corticoides
entrainent une rémission confgte a partielle chez 60 a 90% des patients, mais un tiers d'entre eux
deviennent corticodépendants etd corticothérapie n'influence pas I'évolution a long terme de la
maladig43]. Les formes corticodépendantes et chroniques activedifiprg® un traitement
immunosuppresseurl'efficacité a long terme des immunosuppresseurs dans la maladie de Crohn,
notamment leur effet d'épargne corticoide, est incontestable. Cette efficacité clinique est souvent
associée a une efficaciténdoscopique € histologique. Par exemple, I'azathioprir@ermet de

}JVSE€0 E pHE o u vs o-— 35]A]S 0 UO ] % @&+« [puv (}]e *uE 17U
suspensif, lI'arrét du traitement exposant le malade a un risque accru de reprise évolutive au cours
des mois suivants, quelle que soit la duréetiitement immunosuppresse{49]. Les antiTNFsont

capables d'entrainer une réponse clinique et anatomique rapide et compléte. L'effet sur les fistules
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(une sur 2 se ferme) est particulierement notable car on pouvait penser ces lésions inaccessibles au
traitement médical. Mais si le traitement anfNF esinterrompu, la maladie reprend son cours, une

récidive clinique survient et la fistule se rouvre de facon girgguctable. Chez quelques malades, le

SE ]S uvs ]S & S]( }IS!'SCE EE®!'S v & ]J*}v O[ %% E]S]}vV u v
% ES [ ((] 135 X D ]+ o[ Alous]A]s o uo ] %o P3§ v 3}lul«p
étre contrblés pendant plusieurs années chez les sujets répondeurs durgd@sMéme si les

données sont contradictoiresoi % E § & ]Je}vv o0 [ SSE] L E Y % EIPE o p &
diminution continue du recours a la chirurdgigestinale ; ainsi, alors que dans les années 90, prés de

30% des patients devaient étre opérés dans les 5 ans suivant le diagnostic, ce taux diminue

E Ppuo] E u v8 8 ¢35 %oue % E} ZAa chiriigle dpirgge€RtidrZiptextinale pour

enlever ks lésions macroscopiques de maladie de Crohn peuntuire aun intervalle libre de

symptdmes mais ne guérit pas la maladie, qui récidive gnékictablement. Moins de 5% des

patients opérés sont indemnes de lésions endoscopiques 10 ans apres laiehitufgut donc

concevoir la chirurgie comme le traitement électif des complicationsune aide au traitement

médical
I1.C.Physiopathologie

La physiopathologie des MICI est multifactoriedteencore mal comprise. Différentes études ont

u}vSE onfde fle facteurs de prédisposition génétique, o[ VAJE}vv u v3 § v(]v |
microbiote intestinal. Cedifférents facteurs entrainent undysrégulation de la réponse immunitaire

épithéliale qui conduit p A 0}%% u vs § 0 % E-e]*S vde la nufjiedse uu S]}v

intestinale
II.C.1.Facteurs génétiques

En premier lieu, | /]S v [UV %o E J*%o}e]S]}v P v S]cpu ve o D/
longtemps par la présence f| P E Ps $drhiiales. Par ailleurs des études réalisées chez des
jumeaux (mowzygotesvsdizygotes)llustrent son importancequi est plus marquée dans la maladie

de Crohn que dans la RCld.thux de concordance chez les jumeaux monozygotes est de 20 a 50 %

pour la maladie de Crohn et de 13 a 19 % pour la RCH alors que cuezdasx dizygotes il baisse a

10 % pour la maladie de Crohn et seulement de 0 a 5% pour [BR&Y

La mise en évidence de génes de susceptibilit¢ a comm A  o[] v3](] méfgtions de
NOD2 dans la maladie de Crsi8]. Ce génecode pour une protéine qui est un récepteur a certains
produits de dégradation bactériermomme le muramyldipeptidelu peptidoglycaneet qui joue un

E€o0 ve o[]uugeyvPar I3 wuite, avec les avancées en génétiglies de 160 genes de
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susceptibilité ont été identifiés. Ces genes sont pour la majorité partagés par la maladie de Crohn et

la RCH et pour certaingar [ USE ¢ % SZ}0}P] ¢ Jv(® [u¥E S PpEDPres NOD2 et

ILBR, chacune des variations gé&hgcp *U % E]e « Jv ]JA] p oo u v3U v[ <p[pv (( 8 (

& o §]( A 0}% % E pv D/ / o [ } Bar @lleurfj bhalgrd le @rand Ba@ohre dX

genes identifiés, on estime que leuve u 0 V[ A% O0]<pu < 119 0 % @E& ]*%}e]S]}v |

MIC[54]. Pour ces raisonsla connaissance de cegnes de ssceptibilitéa % }UE o[]veS VS % U
[Ju%e 3 VvV %@E& $]<puv @]AX]JvuZXU of Su o (}wedgEpbwerigsa perinigl

des avancées dans les mécanismes physiopathologiques d¢53IICI
[I.C.2.Facteursenvironnementaux

>[ e v }v }E v % deé jhsneaux HMiBnozygotes suggeagae des facteurs non

génétiques jouent un réle important, notamment dans la REHusieurs élémentssurtout

épidémiologiquesémoignent p E€o0 o[ vA]E}verdéveloppement des MICL.[ }E
0 E % ES]S]}v P }IPE % Z]<u o[]Jv] v e D/ebt paraléle(AES HP
o[ }%S]}v n u} Al } ] v3 o u} Ev X %ooueU of[]v ] V e D

JE]P]v ]E « [pv I}incidende eos une zone de forte incidence atteint celle du pays

[ H]o % E e+ puv 6L © v e ( S uE. VA]JE}VV U VS pE E %
o[ %] u]}o}P] 8§ %E& -+ vS§ MAE o]Ju]S e ui PE X WE u] E u vsU Jo
sont les facteurs les plus importants, pegque la plupart des facteurssont liés entre eux.
DeuxiemementU 0 « Spu e« u 33 vS8 v A] v puv e} ] 8]}V e ve <u O[}V %op]

de causalité.

> . HE ( 8§ pE+ VA]J]E}vv u vd uE 0 ]J]E u v3 ] vs](] » dkwéto 3 :

tous les dewun réle inverse selon le type de MICE tabaca un effet protecteur dans la RCH mais

PPE A o[ A}ous]A]s o D v pPu v v3 o @ &lechirurgis®E59). JA 3§ o
e Su e }vsS u}vSE «<u[pv %% Vv ] S}u] %}UE UV %% Vv ] ]S 1P u

avait un effet protecteur vig-A]e 0 Z, VvV E ple vE89[ovAEEFJaM 61 %% E]S]}v

cette pathologie[60]. En revanche dans le cas de la MC, méme si son effet direct reste difficile a

prouver, ilpourrait augmenter leisque de survenue de la maladéi].

De nombreux autres facteurs environnementaux, tels que les médicaments et notamment les
v3] 1}8]1<pn *U o ¢ Jv( &]}ve ]P «3]JA U o Z v t@efEBagédypaf oJu vS§ &
E%o]<y E o[ u EP v e« D/ / ve 0 % Co A 0}%% ¢ ul]e o PG

controversée.
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II.C.3.Anomalies épithéliales et facteurs immunologiques

Des anomalies épithéliales ont été investiguées dans la physiopathologie des MICI et notamment de

la RCHII a été décrit une dysfonction des cellules caliciformes qui produisent le mucus et qui sont

aussi capables de présenter des antigénes alimentaines eellules dendritiques, et donc
[Jv(op v & o0 « & %o}V e[62](figurq )] Be$ @nmées chez les patients atteints de RCH

et dansdes modéles murins ont permis de mettre en évidence gles anomalies du stress du

réticulum endoplasmiquexpliquaient en grande partieette dysfonctiondes cellules caliciformes.

En effet, Tretonet al ont mis en évidence un défaut du stress mticulum endoplasmique dans la

mugueuse colique des patients atteints de RE3H Par ailleurs, ils ont développé un modeéle murin

double KO IL10 (dysfonction immune) et Nox1 (anomalies épithéliales) conduisant au développement
[uv  }o]8 Z , o]l mes camplications (cancer colorectal notamment). Ce modéle murin

présente des anomalies importantes du stresgéticulumendoplasmiqug4].

Au niveau épithélialo [ émfion de labarriére intestinale avec une augmentation deplerméabilité

joue un réle important, notamment dans la maladie de Cr%j (figure 2) Ce phénomeéne appelé
«leaky gut> semble étre trés précoce dans la physiopathologie de la maladie de[68hHEn effet,

il a été décrit chez des apparentés ati degré de patients atteints de maladie de Crohn sans
symptdmes cliniqud67]. Enfin, les mutations du géne NOD2 ont été associées a une augmentation
de la perméabilité épithélialeCette altération laisspasser és antigénes et produits baaiéns qui
activent en retour la réponse immun®ar ailleurs, certaines cytokines inflammatoires augmentent
en reour la perméabilité intestinalentrainant un cercle vicieux entre inflammation et altération de

la fonction de barriére.

v o] v 3E}]8 A o[ o8 & §]}v 0 % Eu ]Jo]S ]Jvs «8]v o U Jo €

OOHO * W v §Z Ju%eo]<pu o ve o[Juupv]s tHeua prodlugtiondesju]vpus]}tv
défensinegar ces cellulefs8] (figure 2) La cause de ces anomalies est mal connueataislement
multifactorielle. En effet, plusieurs mutations génétiques identifiées dans la maladie de Crohn, et
touchant des fonctions biologiques différente§NOD2, autophagie, stress du tiofilum

V }%0 sulJcp U § XeU «}vs S}us « Blondions dév cellMEs de Panf@h,70]

La régulation deo[ us}%Z P] *S uv e (}v 8]}ve o0 - o[Juupv]s Jvv A
suggérée par les études génétiqliey (figure 2)X >[ us} % Z P] S pv -Udiquikjrey <p °]

qui permet aux cellules de recycler ou dégrader des composants intracellulaires, en géesant

vacuoles intracellulaires les conduisant vers une dégradation par les lysosifespermet

notamment b dégradation des pathogeénes intracellulaires et la présentation des antigenes au
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systeme immunitaire adaptatifSur c&¢s modéles animaux chez lesque o[ 8} % Z P] § 15 o083 ¢
génétiquement, } v % 1 }VveSil®&x@&e unpel moindre résistance aux infections digestives, un

exces des réponses inflammatoires intestinales et des anomalies fonctionnelles des cellules de
Paneth72].

« V}u 0] ¢ %o0ope § E JA ¢ <u 00 o[Juupv]s Jvv U Hn % E}(]o ]
décrites au cours des MICI et onts o[}E]P]V o[u8]o]e §]}v e J(( & v8e §
corticoides, immunosuppresseurs btologiques dont lesanti-TNF. La dynamique sleréponses
immunes est complexeependant les éléments suivants ont été mis en évidermqm®duction de
médiaturs inflammatires de type cytokines et chimiokines (IL1IL6, TNF, IL12, IFNY U
déséquilibre entre cellules effectricesofe Th17) et régulatricegT reg)73] et recrutement de
nouvelles cellules inflammatoires sanguingg 0 *JUE A % E ]}V ulo (figare2)[ Z <]}v

RS Ev] E }ves § 3]}v }v uls o[ud]o]e- srtggrineds notaffrhent] $ * v
dans la RCH4].

Homeéostasie Inflammation

Dietary Components

Commensals Y 3
Microbial Metabolites \k \

Pathogens

(

Lymphatic
Blood

- Altération de I'autophagie

- Altération des cellules de Paneth, diminution des
défensines (AMPs)

- Altération du mucus et rupture de la barriere
épithéliale

- Déséquilibre lymphocytes Treg/ lymphocytes Th17

- Production de cytokines pro-inflammatoires

Figure 2. Schémdes facteurs épithéliaux et immuns impliqués dans la physiopathologie des MICI
[ % E + 'Cetal[55]
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I1.C.4.R6le du microbiote intestinal

Le microbiote intestinal joue un rdle central dans la physiopathologie des HiCEffet, sous
o[]v(opn v ( $ uEs P v 8Jcpe & VA]JE}VVv U VS uEU o u] &} 1]

étroitement avec le systéme immunitaire.

> S§}% }PE % Z] * 0 ¢]bmedes}\prenjigqs élérhents évogeiéour impliquer le
microbiote dans la pathogénie des MICEn effet, les zones a forte concentration en
microorganismes (10'* to 10'? bactéries par ggmme)U o[]Jo }v ]S o  Ssor }o}v
préférentiellement atteintefr5]. Dans les années 80, une< ] %o [KAE(}E } o EA <
dérivation du flux luminal permettait une cicatrisation des lésions gacsntes chez les patients
atteints demaladie de Crohf¥6]. > & ]JvSE} u S]}v o[ ((ou nestibhgeElpAans ke o[]

cblon de patients atteints de MC traités par chirurgie avec iléostomie et colostomie induisait une

Jv(o uu S]}v Ve O €0}vX /VA e+ u v3U O[poSE (]JoSE & ZCu U
V[ A 18 % ¢ S-infdménde]®E} X ve o ulu ] U o <u]%o ZUSP (ES- u}
E  3]}v o[Jo }Jv 8 EulvoU o E JJA uyEA V]IS Z1 61 9 « % §

E § o0]*s u v$ 0 }v8]vulsd JP <8]A S v <[} « EA ]3é6&tomieZ 1 0 * u
~07eX 85 €& ] ]JA *uEA] VS %E ( & v8] oo u vd pn Vv]A o[ v 3}t
[ utjvsX

De plus, les données issues des modéles murins confirment le réle indispensable du microbiote
intestinal. La présence du microbiote estlispensable dans les différents modeles murins de colite,
spontanée (IL10 ou IL12 K),77]ou chimiqug77]. En effet, les souris axéniques (sans microbiote)

ne développent pas de colite. Par ailleusar un autre modéle de colite, Garredt al ont montré

<u o u] &} ]}8 [MVv MSE u} o upE]v }0]8 *%}v3 v e%o}pA 13 §

souris sauvages, introduisant le concept de microbiote colitofy&je

Les études génétiquepvs ul]e v A] v  o[Ju%}ES v o[Juupv]s Jvv S }v
entre le microbiote intestinal et le systeme immunitgif8], en commengant par NOD 2.

En outre plusieurs facteurs environnementaimpliqués dans le déveppement des MIQbeuvent

influencer le microote intestinal. Il a bien été décrit que les antibiotiques modifiaient le microbiote
intestina[17] § o[]vS&] S§]}v VS oJu vS §]}v § UBOIEDe]fadon pus®E S Jvsy

originale, il a été mis en évidence que le statut tabagique modifiait le micrdBite

Al o[}v & A] v3 xum®dndzygoteg et dizygotesdl existe des paires concordantes ou

discordantes concernant le diagnostic de MICI. Cette constatation met en évidence que la
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% E ]*%}*]3]}v P v 8]<pu V[ *8 %o ¢ cpu((]* VS %o}puE E%o]u E o A
études se sont intéressées au microbiote fécal et associé aux muqueuses des jumeaux notamment
discordants, ceci permettant de séparer»> la part génétique et environnement§8? t84]. Ces

SU ¢ U}VSE vS <pu o[ (( S M %Z v}SC% ~D/ fort} gur leumigrobtotpve ¢S %o
intestinal que lgart génétiqug84].

Jvel]U Z 1 pv epi 8 P v §]<pu u v3 % E nde tie facteuss ehyirormeineqtaux, les
D/ / & spod3 v8 [uv & %}ve ]Jv(o uu S}JE ]v %o %o E} % E] %0 E}A}<

microbiote intestinabu dysbiose

III. DYSBIOSE AU COURS DES MALADIES INFLAMMATOIRES CHRONIQUES INTESTINALES

[II.A. Descriptionde la dysbiose

Des études moléculaires, indépendantes de la culture, basées pour la plupart sur le séquencage du
P v } vS %}uE o[ ZE €] }+*}u o icaratkérjses lemndmalies du microbiote
intestinal au cours des MICI. Ces anomalies spning forte instabilité du microbiote au cours du

S U% U ~]]* 0 % E * v [ VAJE}V i1 9 § E] «]vZ ]8u o0 *U ~]]]°
généralement aux dépens du phylum des Firmicutes, et (iv) une augmentation de la concentration
bactériennedans lamugqueus¢85,86] Cette dysbiosexiste dans la RCH mais ek plus marquée

chez les patientatteints de maladie de Crof@i7] (figure 3). Le déficit en Firmicutes concerne
principalement le groupeClostridium leptumqui comprend plusieurs bactéries productrices de
butyrate. Parmi elles, la bactérleaecalibacterium prausnitaist spécifiguement diminug88] ainsi

gue RoseburiaLachnospiracea¥ Au contrare, il y a une augmentation des protéobactéries, ainsi

gue de Fusobacteriumet Ruminococcus @vug6]. De plus,une augmentation de certains
pathogénes tels queEscherichia coliadhérentinvasif AIEG [89] ou Mycobacterium avium
paratuberculosisa été bien décritf90,91] Des études le plus souvent pédiatriques ont mis en

évidence que ces altérations du microbiote intestinal sont prédoegs

En comparant le profil du microbiote intestinabtenu par gPCR sur les selles de patients attalats

MICI la dysbiose, etapticulierement le déficit efFaecalibacteriunprausnitzij semble plus marquée

chez les patients en poussée par rapport a ceux en rémisSiette observation nous incite a penser

Y, Ce ]}* %o0ope u Ecp %o JUWEE 15 !SE % E ,JuddMtude E Zps

microbiologique, insérée dans la cohorte STORI du GETAID, a permis de mettre en évidence la

dysbiose comme facteur prédictif de récidive clinique aprés arrét du traitement par infliximab au
}uE+ Mmaladie de Crohbien contrélée. Ces traux mettent en évidence une dysbiose au plus

u E«p Z1oe (UWSUE* E Zus pE+ A vsS ulu o] EE!S pu SE ]S u vs
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bactéries appartenant aux group€ostridium coccoidest Bacteroideget apparentés) ainsi que la
prévalence d o[ < %k. prausnitzidans les selles permet de discriminer les patients qui resteront
en rémission des futurs rechute(i@}. Cette étude confirme les résultats obtenu dans un contexte

post-opératoirg7].

De nombreusegtudes décrivent de facon précise dyshiose associée aux MIC]]kS E!S§ veul]s
été porté sur les conséguences de cette dysbiose au niveau fonctionnel et sur les voies de

o[]v(o uu §]}vX

Figure 3. Dysbiose dans la maladie de Crohn par rapport douxtaives sains
[ % E « D vptal[§]Zz

[11.B. Interactions hote-bactéries
11X XiX Z€o ES Jv - § E] * }uu ve 0 ¢ cpuE of[]v(o uu S]}v Jvs <3

Le microbiote intestinal est indispensaldlda maturation du systeme immunitaieg joue un réle de
EE] E }VSE of]v( Sigrgatism@ pathogdne®ed microbiote commensal peut
dans ce cadrinfluencer le systeme immunitaire de I'n6tEn manipulant le microbiote intestinal de

souris, Atarashiet al ont mis en évidenceue la présence de lymphocytes Treg exprimant Foxp3
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(forkhead box PBdans le colon était dépendante et inductible par le microbiote intestinal. lls ont

identifié les bactéries du groepClostridiumcomme étant capao [1v c¢€ETreg coliques

% E} U § ud@8). fifpEes *pE pv u} o UpPE]VU % ES]E [pv Z vS]oo
identifiées 17 souchesjes clusters IV, XIVa et XVIII des Clostidia % 0 « []Jv HW]E o0 ¢ dC
coliques chez la sowK %oOopUeU O u]v]eSs@E}$]4ve Ju]vp ]S of]vsS ve]s e }
induites chimiquement (TNBS) et allergigi®8]. Finalement, ce sont les acides gras a claine

courtes, produit par les Clostridia qui ont été identifiés commepansable o[ uPu v3es]}v

Treg coligieset exergant un effet protecteur via- A ]« o[]v(o uu S]}vinn&24§]v o

Dans un modéle de récidive post opératoire, une proportion faibld-abkcalibacteriumprausnitzii
sur la muqueuse iléale réséquiéest associée a la récidive endoscopique a 6 nioe.été alors
montré que le surnageant deaecalibacterium prausnitdiminuait la réponse inflammatoira vitro
des cellules Caed transfectées avec un géne rapporteur BFCette unique espéce baciénne
diminuait aussi la réponse inflammatoiserr des PBMGéripheral blood mononuclear cglln vivq
a la foisFaecalibacterium prausnitaiivant ou son surnageant réduit la sévérité de la colite au TNBS
en tendant a corriger la dysbid§g. Par ailleurs, dans une autre étuéi@ecalibacterium prausnitzii

3 % 0 [Jv u] @Eypeude lympkocytesd E P 0 duxrfonctions régulatric¢g4].
Une autre bactérie commensale intestinaBacteroides fragilia également été décrite comme

% 0 []v U]E o0 » 0C[@%Z} C& » dE P

De fagon opposée, les bactéries commensales considérées comme des pathobiontes, et parmi elles
Escherichia coli/ Jv p]e vS o + IENvét]der ThLT96]. Par ailleurs, AIEC est également
% o0 [JvZ] & o %oE&} eepe [ US}%Z P] [9F]* 0 ¢ o00OpO ¢ %]SZ 0] O

Pour aller plus loin dans la compréhension du diaéobbtebactéries commensales intestinales, le
réble des métabolites ba& E] ve }pu e u}o ute modificeg pér les bactéries, dans la

régulation de la réponse inflammatoire et donc dans les MiI€té investigué.
111.B.2. Réle des métabolites bidriens

Dubocet alont montré que la dyshiose associée aux MICI conduisait a un défaut du métabolisme des
acides biliairel®]. Ges travauxont misen évidence des anomaliel pool dacides biliairegécal et
sérigue chez des patients atteints de Mtliques (comparé a des témoingorrespondant a un
déficit de la déconjugaison et de la transformation degles biliairepar le microbiote intestinalll a

été montré par ailleurs une augmentation desides biliairessulfatés au cours des MICI. Des

expériences conduites sur le modéle de cellule épithéliale Qamat permis de mettre en évidence
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o[ (( S-infladnmatoire desacides biliairesecondairegfigure 4) En revanche, ces propriétés anti

inflammatoires étaient abolies par la sulfatation de eegles biliairesecondairef].

Figure 4. Dysmétabolisme des acides biliaires au cours des MICI

[ %o & + eta)9]

Ve UV 3E 3§ P] ]JVvA E- [T vS8](] S8]}tv e uS }o]S e &E *%}ve C
inflammatoires des bactéries commensales, les acides gras a chaine courte ont été ideatifidée
décrit précédemment. Conceant Faecalibacterium prausnitzil[] vS8](] S§]}v e Ju%o}e -
bactériens responsables d®nactivité anti Jv(o uu $}]&E (]85 o[} i 8 E Z & Z ¢« %o
Un fractionnement bioguidé du surnageant @@ecalibacterium prausnitzii % Eu]e buers s E]
o[ &]A]anflam&htoire & une protéine bactérienne de 15 kDa, la protéine MAM, et@piides
issus de cette protéir{@0]. En effet, & transfection danslu géne codant la protéine MAM dadss
cellulesépithéliales et rénalessgalement transfectées avec un gene rapporteurfja permis de
mettre en évidence son effet antnflammatoirein vitro. In vivg sa délivrance vihactococcus lactis
dansun modéle murin de colite chimique au TNBS a confirmé cet éféeprotéine MAM a ensuite

été mise en évidencm vivodans des échantillons de sell@8].

c 3E S P]e ]0 * U}S]A ¢ % E +} e+ EA S]}ve 0}E+ [ Su * SE Ve

e Su ¢ u S }olu]l<p e %ope 0 EP *U % EuU SSE}VS [] VS](] & [ M&
Ju%eo]cu e ve 0 u} po 3]}v o[]Jv(o uu 8]}v Z 1 o[Z€3 § % E
physiopathologie des MICI.
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l1I.C. Pistes de traitement impliquant la mamilation du microbiote intestinal
l1I.C.1. Transplantation de microbiote fécal

La transplantation de microbiote fécal montré des résultatfrappants v e [Iv( S8]}ve
récurrentes parClostridium difficileavec une efficacité de90%499]. Dans le cas de lactocolite
hémorragique RCH, plusieurs essais randomisés contrélés ont montes désuiats prometteurs

avec un effet donne|t00,101] Dans le cas de kmaladie de Crohnles études sont encore trop
limitées en terme de nombre de patients pour évides résultats interprétabl¢s02,103]mais une

étude randomisée contrélée francaise devrait prochainement apporter de nouveaux €léments
111X X1X >[uS§]aidthidtjgues et degprobiotiques

Les antibioiques ont montré leur efficacité majoritairement dans le traitement des complications
des MICI et dans quelques situations cliniques particulieres, comme la prévention de la récurrence
postopératoire mais surtout dans les pochites. Cependant, des comsidés écologiques ont limité

leur usage a long ternji04].

Par définition, les probiotiques sont des micjdEP v]eu « AJA v3eU Vv}Vv % SZ}P v «U <
*}vs UJV]*S3E » v <p v3]8 epu((]* v38 U Ju% 3 v3 %}*]3]A u v3 «puE o
bénéfiques apportés par les probiotiques peuvent étrane normalisation de la perméabilité
membranaire, un retour a un état de normobiose ou encore une régulation négative de la réponse
intestinale proinflammatoire. Wopue] pEes S e« }vSs i ujlvsSE of ((I 18 * %o (E}
cadre des maladies inflau S}JE& « ZE}Vv]cpn * o[]vS *S]v W ]Jve]E%OKE /A& u %o
E]eeo0 i0i0 % @& ¢ vS uv ((1 185 -lioflamih@&oires deosynthdses te]s que la
mesalazine dans le maintien en rémission de la[REH Mais ks résultats les plus probants oété

obtenus au cours de la pochitee probiotique VSL#3, contenant un mélange de plusieurs souches a
prouvé son efficacité dans la prévention de la rechute au cours de ptegude$106]. Néanmoins,

aceijour, 0 * % E HA - o[ ((] ]§ues danscd€Erhaliteh en rémission et de la
prévention des rechutes en post opératoire dans les cas de MC, restent peu nombreuses et surtout

contradictoires.

Ces stratégies thérapeutiques de manipulation du microbiote iimakt restent encore peu ciblées
Lesavancées en recherche fondamentalesent & identifier les métabolites bactériens impliqués
Ve 0 u} po 8]}v o[]v(o uu §lévhotebactérie§ aojnmensales, et ceci dans

0[}%S]<pu [pS] o tes@étabbli®@sucomme thérapeutiquas cours des MICI.
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IV. LE QUORUM SENSING

IV.A. Définition du quorum sensing

Le guorum sensing (QS) esh mode de communication intebactérienne qui repose sur la
production, la sécrétion et la détection de petites molécules diffusibles disinductrices (Al) en

réponse a un changement de densité bactérienne. Ces molécgigepadi [ HUHO VS % Vv VS 0

E}]ee v S E] vv X % ES]E [pV ES v vel]Ss S E] vv <<y o
concentration seuil de molétes «signal» est atteinte. Hes jouent alors le réle de régulateur

SE ve E]%S]}vv oX 0 Jv ul]sS o[ A% E <]}V ES Jve P v e Jukoo]<cp
VUEE]u v8eU 0o E}]ee v § E] vv ~ ]}(JousU epE( 3§ vileYeU o A]

[ LSE -« -orpaigmes (production de peptides antimicrobierfyjure 5). Ces changements
%0Z V}ISC%o]<h © % EU SS VS pv %S S]}tv o[ VA]E}vv u v8 Sl}p pv
bactériennes dans une populatimonduisant a un comptement collectif. Colteux et improductifs
ol Z oo ]Jv]A] poo U Joe- A]l vv v§ E vSLadranscription fes génest P E } u %
impligués dans la synthése et la reconnaissance des molécudgmab> est également activée,

permettant un rétrocontble positif.

Figureb: Le quorum sensing

La découverte deette capacitédes bactériesa percevoir la densité bactérienne et a modusen
phénotype enconséquencea changé notre vision des procaryot€onsidérésauparavantcomme

des organismes unicalaires]v. % v vSeU ]o § ul]* v Al v ]JoC puv SE vs
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les bactéries pouvaient avoir des interactionsogiales> et des comportements proches des
organismes multicellulaireCette découverte a été faite chadbrio fischerpar Hastings en 1970

[107]X 8§ S E] uE]lv VvV % &} U]S %o 0 (oegaqE He phdictpgeh oo S
revanchea une relation symbiotique avec plusieurs organismes eucaryotes marins. Dans ce cas,
0[Z€S (pp @ikeu riche en nutrimentst Vibrio fischerdevient bioluminescent, permettargar

exemple 0[Z€S [ Z %% & PAE % €Ealorit opsErveque eds|vaRtéries devenaient

bioluminescentesseulementlorsque la densité bactérienne éta@levée ~ }uu ve O[}EP v
opu]v pAE W[ZEJouUu]v » v § 15 P o uajedt dqwsynhdgesdtit dE calture.
Cette substan AESE oopo JE <u] Jv U]IS o] A% E <]}V o ou]( &

bioluminescence a été ensuite idéiide comme une Mcythomosérine lactone(AHL) plus
précisément 20xo-C6HS[108]. C v[ *8§ <«u[ v 1600 «et akeantuintroduit le terme
«quorum sensing pour décrire ce phénomefEd9]. Depuis, le nombre de publicatis sur 1eQSa
augmenté de facon exponentielle etlugieurs systemes de communication ont été décrits en

fonction du type de moléda signal et desystéme de détection.
IV.B Quorum sensing impliquant lesddcyl homosérine lactones

Le premier type de QSdécrit et le mieux étudié a ce jour est celui utilisé majoritairement par les

bactéries Gram négatif elont la molécule signal est une-&cythomosérine lactone
IV.B.1.Les Nacyl homosérine lactones

Les N-acythomosérine lactoneqAHLSs)sont des molécw ¢ U% Z]%Z]o * }u%o}e [uv v}
la S}v ~ZC E}% Z]o e« neScarppnée(hy@irophobe).Les différentes AHLs produites sont

variables en termes de longueur de la chaine carbqdé8 carbones)) el *8]SUS]Iv VvV %o}e]S]}\
(non substitué, groupeent hydroxyl: OH ou groupement carboxybxo) et de degré de saturation

de la chaie carbonée(figure 6). Leur caractére amphiphile leur permet de diffuser librement a

travers les membranes cellulaires et dans le milieu extracellulaire.

Figure6: Strudure chimique des AHLR= aucune substitution, OH ou oxo

[ %o GEuguaet al[110]
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IV.B2. Systémesle typeLuxI/LuxR

Le fonctionnement du QS impliquant les AHLs peut étre expliqué en utilisant comme eXemple
systéme Luxl/LuxBe la bactérie marine bioluminescentébrio fischerigui a été le premier décrit

La protéine Luxl (synthase) est une enzyme qui permet lgyftiodse de AHL, a partir de la-S
adénosyu S$Z]}v]v ~~ De § J[UV % E}S ]Jv %o} E&cyecarigr pfoteiiPdd ¢« ~ Co
ACP)Les AHLs diffusent libremegit [ pupo vS  ve 0 u]o]aire. LarsSqEe le quopum

est atteint, laconcentr§]}v [ ,>¢ %o <° . leyAHls]se fixeatorssur leur récepteur intra

bactérien LuxR conduisant a la dimérisation de ce dernier qui agit alors comme régulateur
transcriptionnel(figure 7). Il active la transcription des genes de la biolumineseeen se fixant sur

0[}% E}v opAkE/ ulJe Pouvs o SE ve E]%S]}v e P v . >uAE/

rétrocontrdle positif ou autanduction111].

Figure7 : Quorum sensing implicant les AHLs, exemple du systéme Luxl/LMiBridefischeri

Depuis la description du systéme Luxl/Lud®nombreuses études ont décrii % E} u S]tv [ , >
chezdifférentes bactéries Gram négatif avec un ou plusieurs couples synthada temille LuxI
(notée Xxxl)/récepteur déa familleLuxR (notéXxxR) et leis) AHI(S) correspondantés)111t113].

Le tableau 2épertorie ces études de fagcon non exhaustive.

Organisme AHL(s) Systeme  typel Phénotype controlé Ref
LuxI/LuxR

Acidovorax radicibl35 3-OHC16HSL Aral/AraR colonisation des racines [114]

Aeromonas hydrophila C4HSL Ahyl/AhyR biofilms, exoprotéases [115]

Aeromonas salmonicida C4HSL Asal/AsaR exoprotéase [116]

Agrobacterium tumefaciens | 3-oxo-C8HSL Tral/TraR conjugaison [117]

Burkholderia cenocepacia C6HSL, GBISL Cepl/CepR, exoenzymes, biofilm, mobilité§ [118]
Ccil/CciR siderophore, virulence
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Burkholderia pseudomallei | C8HSL, C18iSL, 30HC8 | Pmlil/ PmIIR1, | virulence, exoprotease [119]
HSL, 3OHC106HSL, Pmli2/ BpmR2,
3-OHC14HSL PmlI3/ BpmR3
Burkholderia mallei C8HSL, C18iSL Bmall/BmaR1, | virulence [120]
Bmal3/BmaR3,
BmaR4, BmaR5
Burkholderia  vietnamiensil C6HSL, G8ISL; CI®ISL;| Cepl/CepR inconnu [121]
G4 C12HSL; 3x0-C10HSL Bvil/BViR
Chromobacterium violaceum| C6HSL Cvil /CViR exoenzymes, cyanide, pigment [122]
Cedeceaeteri C4HSL Cnel/CneR inconnu [123]
Erwinia  carotovora  ssp 3-0xo-C6HSL (Expl)/ExpR, carbapénéme, exoenzymes, [124]
carotovora Carl/CarR virulence
Erwiniachrysanthemi 3-0x0-C6HSL Expl/ExpR pectinase [125]
Nitrobacter winogradskyi C1GHSL, C10:HSL Nwil/NwiR inconnu [126]
Pandoraea pnomenusa RB3{ C8HSL Ppnl/PpnR1, R2| inconnu [127]
Pantoea (Erwinia) stewartii | 3-oxo-C6HSL Esal/EsaR exopolysaccharide [128]
Pseudomonas aeruginosa | C4HSL, 3x0-C12HSL Lasl/LasR, exoenzymes, sécrétion, HCN, [129]
Rhll/RhIR, QscR biofilms
VgsR
Pseudomonas aureofaciens | C6HSL Phzl/PhzR, %Z v I]v *U % E}S < U [130]
Csal/CsaR
Pseudomonas fuscovaginae| C16HSL, CIRISL, 3-oxo | Pfsl/PfsR, inconru [131]
HSLs a longue chaine PfvI/PfvR
Pseudomonas putida 3-0x0-C16HSL, 2x0-C12 | Ppul/PpuR biofilm [132]
HSL
Ralstoniasolanacearum C6HSL, GBISL Soll/SolR inconnu [133]
Rhizobium etli CNPAF512 AHLs courtes chaine3;0H | Rail/RaiR, Nodulation, inhibition de la [134]
AHL a longue chaine Cinl/CinR croissance, fixation N2
Rhizobium leguminosarum B 7-cisC14HSL/C@HSL/ Cinl/CinR, symbiose, transfert de plasmidq [135t
viciae C7ZHSL/C&HSL, 3xo0-C8 | Rhil/RhiR, JvzZ] 181}v o @&}]ee \137]
HSL, 3DHC8HSL Rail/RaiR, TraR
BisR, TriR
Rhodobacter sphaeroides 7-cisC14HSL Cerl/CerR agrégation [138]
Serratia liquefaciens MG1 C4HSL Swrl/SwrR mobilité, exoprotease, [139]
biofilm, biosurfactant
Serratia marcescens-3S C6HSL, 2x0-C6HSL Spnl/SpnR u} Jo]sS U spuE( S vSU | [140]
Sinorhizobium meliloti C8HSL, CZIRBSL, 3xo | Sinl/SinR, ExpR nodulation/symbiose [141t
C14HSL, 2x0C16:3HSL,| TraR 143]
C16:1HSL, C18ISL
Vibrio anguillarum 3-0x0-C16GHSL Vanl/VanR inconnu [144]
Vibrio fischeri 3-oxo-C6HSL Luxl/LuxR bioluminescence [145]
Yersinia enterocolitica C6HSL, 2x0-C6HSL, Yenl/YenR, mobilité [146]
3-0x0-C16HSL, 3x0-Cl2- | YenR2
HSL, 3x0-C14HSL
Yersinia pestis KIM61 30x0-C6HSL; 30xC8HSL | Yspl/YspR, inconnu [147]
Ypel/YpeR
Yersinia pseudotuberculosis | C6HSL, 3xo-C6HSL, G8| Ypsl/YpsR, mobilité, agrégation [148]
HSL Ytbl/YtbR

Tableau 2> -«

1(C & vs -

§ E]+ %E} u
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IV.B.3 Méthodes de détectiorles AHLS

> JHA ES VIHA 00 - § E] » % E} p BdEijse en pvidencaHle¥sde +uE
ulo HO ¢ ~u iI}E]S ]JE u vs % ES]E [uv u]o] u MOSUE X > « T u
gui ont été utilisées sorkes biosenseurs ou systemes rapporteurs bactériens et la spectrométrie de

masse.

1V.B.3.a. Les biosenseons systemes rapporteurs bactériens

> ¢ J}e ve HE* E %} VS su&E O § S]}v o[ &]Addr deltyps}UKRL ,> e pC
Plusieurs systémes rapporteurs bactériens différents ont été construits, chacun présente les
caractéristiques commurse suivantefl49] permettant in fine de détecter 0 % & ¢ Vv [ ,>
exogenes
- 1o [ P]S [uv § E] «u] v %%UBUGE]S A%S aEiyatipru Sit une
bactérie sansanalogwe de Luxl est choisi€egcherichia colpar exemple), soit la bactérie
choisie possede un systéme Luxl/LuxBhrémobacterium violaceunou Agrobacterium
tumefascienpar exemplekt le gene Luxl est alors désactivé.
- Elle possede un récepteur de typexRy sit naturellement, soitviaun plasmide (biosenseurs
Escherichia c9li
- 00 %o}ee MV % E}u}S pE «<pu] S o ] o SUEZ }U% 0 o[
rapporteur colorimétrique ou bioluminescent. Encore une fois plusieurs cas de figure sont
possibles Chromobacterium violaceuposséde naturellement un promoteur (cible de CvR)
couplé au gene de la violacéine (réponse colorimétrigégrobacterium tumefasciens
possede un récéoS HE SC% >PAEZ ~dE Z+ u]* 0 %E}u}sS pE ] o
changenent colorimétrique, il a donc été fusionné avec le géne dd-tmlactosidase qui
induit une coloration bleuté en présence de-dal (figue 8) (souche NTL4Enfin, plusieurs
biosenseurs ont été constrgiten utilisant unEscherichia coldans lequel un plasmide
e Ve UE }veSEP]S Vv (Me]}vv VS pv % E}lu}s uE ] o o[ v o}P

rapporteur le plus souvent induisant la bioluminescerdug@DABE).

> e }lv VSE S]}ve S 0 SC%o [ ,ent de B sénsibilit&duwécepteur de type
LuxRetdeo[ A v Jo [ ,> cutfJo E }vv °
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Figure8. Constructiordes systémes rapporteurs

[ %E » A& ]Jv 0 H148] oU 1ii6

S AVE P ¢eCe3 U * E %% }ES uE- § E] v

*3 <pu[pe@bspdeifiqgues o $]A u
%ople<pu[loe & & v& of &]A]S

IMais Alk< pnt plusieursnc®nvénients. lls ne
% EU SS VS % ¢ [] VvS](] & % & ] u vS wmiéyxpeuron savoir *§]osSe[*B]S
[V , > JMES }p o} BEXxL8 cathowmes) La réponse est semuantitative mais

%o Vv o[ ((Jv]s VEE o[ ,> 8§ o & %S puE S

concentration de ou des AHL(s) détss(s).

v % Eu § }v

1V.B.3.b. La spectrométrie de masse

>[us]o]e S]}v 0 *% SEP)| SIEE %o]Ju @evs A 0} %o %o % }UE. 0 S §

D!'u <] o[ o 3 &E&¢apillreEoula chromatographie gazeusmuplée a la spectrométrie de

u ¢ }v3 I(d été utiliséefl50,151]JU [ S 0 *% SE}u SE] u ee }u%o 0 C

% E(}JEU v o0]p] ZE}U EIPE %ZCe <pu] o[ &8 A E [15AK >of, Wso e (]

V %Z * JVA E+s % EuU S5 PV * % E 3]}v e+ ,>¢ v (}v 3§]}v o uE

temps de rétention dépend donc de la longueur de la chaine carbonée, de la substitution et de la
% @& v }p viv []V[i580%HE] §[}y> 5 vepl]S (E& Pu vS dewuolision oopo
du spectrométre de masse. Le mécanisme de fragmentation a été bien danstplusieurs études
portant & la fois sur des molécules standards et des AHLs identifiées des surnageants
bactérierf154t157]. Cette fragmentatiorspécifique 0[]} veredM+H* au niveau de la liaison
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amine peut se faire de deux manieresoit la charge est portée par le noyau lactone avec un
fragmentm/z 102, soit la chaine carbonée est chargée avec un fragment{MtFi appelé perte de

neutre (figure9). >[ ,> [®6 !SE ]Jve] § S V *% SE}u SE] LCparda }pu%o
présence des 2 ions produits possiblegz102et [M+H101]) a un temps de rétention compatible.

Le développement de techniques de spectrométrie de masse haute résolution comme les
spectrométres FTICRduriertransform ion cyclotron resonang@ermettent mémede connaitre la

masse précisdes AHLs et donc leur formule bryteb4,158,159]

La spectrométrie de masse est donc une méthode sensible et précise permettant de détecter et
ulu [] v8](] E pv PE vV A E] S [,> v (}v 8]}v 0 HE *SCEU SPE

Figure9. Méc v]eu (E Pu vS S]}v Vv % SE}u SE] usee J[pv ,>
[ % E « Bt}aRbg]

IV.C Les autres types deuprum sensing
IV.C.1 Oligopeptides chez les bactéries Gram positif

Les bactéries Gram positif utilisent classiguement comme mode de communication des
oligopeptides linéaires ou cycliggs,appelés peptides autinducteurs (PAl). lls sont synthétisés sous

la forme de propeptides esubissent des modifications pesanscriptionnelles A v§ o[ A%} ES $]}v
du PAI actif hors de la cellule bactérienne. Les PAI sont reconnus par un syst@om@o2ants le

récepteur transmembranaire histidine kina@dK)(ou senseur) qui reconnait le signal et qui active le
régulateur de réponsgRR)(ou effecteur) intracytoplasmique. Ce dernigue alors le réle de
régulateur transcriptionnel induisant teanscription des génes du PAI, des enzymes impliquées dans

la modification postSE ve E]%S]}vv 00 § 0 SCE Ve%}ES pu W /U o[,< §
W [ USE « P v e }v pulevd puv Z VP u VS %Z V}SC%I16MI6HA]E O V
>[ £ U%o0 M eCeS U PE @dagued illugires céypeleZoDarum sensing (figure

10).
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FigurelOX YU}Epu * ve]vP Ju%o]<pu vS o « W /U A u%o [ Pda
[ %0 E + >C}v [1I81E}A] |
1: synthése du propeptide, 2modifications postranscriptionnelles, 3 sécréton du PAI, 4 le PAI

est reconnu par son récepteur HK; &ctivation du RR, Grégulation transcriptionnelle

Lastructure primairedes PAEt leurs modifications postranscriptionnellessont tresdiverses ce qui
implique que ce mode de communicationd [V Z uS *% ](] 13 ~<}uA v8 o[ Z oo

bactériennecomme pourStaphylocoque aurels
IV.C.2 Auto-inducteur 2 (Al2), le langage universel

Aprés la découverte du quorum sensing impliquant les AHesVibrio fischeti [ *3 Z 1 pv = us@E

bactérie bioluminescenteyibrio harveygue le second type de quorum sensing a été découvert. En

effet, en 1979 Greenbergt alont observé queVibrio harveyi A v 15 J}opu]v ¢ V3 % E » o |
[uv suEV P VS poSuE [162]3lCE ensuké@té démontré que des mutants de

Vibrio harveyiv. % &} p]e v3 % o [ ,>* §]VvE % o [ S8]JAGE <+ Pve %

sensing[163]JU u 33 v8 v A] v Oo[[UAE"T® $ype de quorum sensing.aLmolécule

« signal» correspondantedont la structure chimique était alors inconnaeété nommeée AP. LuxS,

o Pv & *%}ve O -20g] endjjife] &é identifié. Il en existe de nombreux homologues

(retrouvés cheb37 des 1402 génomes bactériens séqueridééd). Finalement, let,5-dihydroxy2,3

pentanedione (DPD une molécule instable, produit dérivé du métabolisrde la Sadénosw
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méthionine (SAM)(figure 11A) § E lvvu }uu &E *%}ve 0 -2. Paf dés]A]3 /
méthodes de cristallisation du couptécepteurligand, plusieurs formes de DPD ayant une activité

Al2 ont été décriteselon le récepteur qui le reconnit64](figure 11B).

Figure 11 A: synthése du DPD dans le cycle du métabolisme de la SAM.B(( €& vS ¢ (REuU « [ /
et leur reconnaissance par les récepteur LuxRideio harveyet LsrB deSalmonella tiphimurium
[ % E < &[168E o0

DPD. 4,5dihydroxy2,3-pentanedione SAH  Sadenosyl homocysteine SAM: S
adenosylmethionine SRH Sribosyl homocysteine SDHMF. S2,4-dihydroxy2methylhydrofuran
3-one RDHME R24-dihydroxy2methylhydrofuran3-one; STHME  S2-methyl2,3,3,4
tetrahydroxytetrahydrofuran RHMFE R-2-methyl2,3,3,4tetrahydroxytetrahydrofuran

Al2 aprés synthése est transporté activement a travers la membrane et est reconnu par son
récepteur quif 18 % ES] [Uv «C*5 u T Ju%e}e vieX NVilridhareYEA2 o £ u%
se fixe au récepteur LuxP qui interagit avec LuxQ. Lux Q agit comme une HK lorsque la concentration

[ <2 est basse, entrainant une cascade de phosphorylation intudaieé (LuxU, LuxO) ce qui inhibe

>ukEzZ A] o[]vd E 3§]}v *ZE A 0 % E}S ]V Z % E}v ,(« <u] e
( AJE]s X >}E+<p 0 }2 est3dEvée] luxJ abit comme une phosphatase, la cascade
de phosphorylation esff vA &« § >uEZ 5 ( A}JE]- H %o V [pheed U Jv H]e

bioluminescence (figure2)[164].
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Figurel2. Quorum sensing impliquant-2IichezVibrio harveyi
[ % E « Wt &[1pd

AFTU u'lu <[]Jo A]J*S <*}de %oOpe] HWE* (}EU « 5 }v puv u} juupv]
le monde bactérien, commun aux bactéries Gram positif et Gram négatif. Favorisant la
communication iter-especes il peut étre considéré comme un langage universel, une sorte
[ EEsperanto> bactériefl66]. |l permet aux bactériegle percevoir leur environnement en
S S VS 0 %E vV S E] e [*% < J(( & vS X S C %o <U}E|
la cible de manipulations a la $opar certaines bactéries comntescherichia colet Salmonella
typhimurium <p] % pA vd S]A E pv  viCu [Ju %o }ZELB7]]vE @ @BOMPZEE |
%0 O ( El«p & pv-2la6lcp [/

IV.D. Quorum sensing impliquant les AHLs@mmunication interespéces ou «rosstalk»

De nombreuses études ont révélé que le quorum sensing impliquant les iiibfementconsidéré
comme un mode de communication intespece uniqguement, paradigme ds bactéries Gram

v P 3](U [ A E M }Uu% %oOpe }u%0 £ <d 0 % E u] [ « E]%S]}v
IV.D.1 Quorum quenching

Lequorum quenchindQQ) +$ o %o injesféref avec le QS en bloquant le signal a différentes
étapes. Concernant le QS impliquant les AHLs, cela peut intervenir de la maniére suivaibigon
de Luxl et donc de la synthése des AHLs, inhibitiorgeEZ § }v o[ 3]A 3]}v o SE v
ou dégradation de la molécule signal. Ce dernier type de QQ a bien été étudié et il existe 3 types
[ viCu - % 0 P E : l&s awykses>qui clivent la liaison amine des AHLs, les

lactonasea qui hydrolysent le noyau lactone et enfin dans une moindre mesure les oxydoreductases
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qui oxydent ou réduisent la chaine carbonée sur 48 ®u le dernier carbonf@70]X >[ §]}v .
acylases est irréversible alors que celle des lactonases peut étre inversée a pPlusésurs
lactonases ont été décrites cheBacillu§l71]. Plusieurs familles pcylases produites pades

§ E] » <pu[ 00 * %o} QIimpliqua IpsvAHLS ont été identifife®]. Par exemple,
@fylase nommée PvdQ éseudomonas aeruginosas % o0 VSE YSE& ¢ [ZC E}oCe E
longue chaine dont la-8xo-C12 ,*> % &} p]S % E o wulu § ] X >[ 3]A]s C
une adaptationfine o }v vS& S]}v [ ,> § }v U ¢]Pv oX 'CE U E VIHA
0 ve]s § E] vv % uS ISE u}lv]S}E v § u% e Eactévie €anke ] o[}v
*Ce*3 u YN Ju%eo]<p v§ 0 ¢ ,>eU 0 % E} 4 S]}v [uvVv Co e % EuU S
% E [ USE - § E] » VA]E}vv vE « }pu e % E}S P E JVEE o %
Effectivement, la 2x0-C12HSL par exemple, ese transformant en acide tétramique a une activité

antibactérienne notamment contre les bactéries Gram pd&iti2).

>[ §]A18 YY & E]E Ve %o0ope] HE* *]&p -BIpaces ol dliejoue hin $]}ve Jv

réle important: co-culture, biofilms, rhizosphérd 70] et écosystéme marii73].
IV.D.2 Spédicité variable des systémes LuxI/LuxR

D!'u <] o Y” ]u%o oR«gstvcdngidéré comme le mode de communication universel du
monde bactérien, plusieurs éléments démontrent que le QS impliquant les AHLs sert également dans

le dialogue intefespéces comm cela a ét@écritdans les biofilms mixt¢s74].

[ JT@&E ES Jv - § (E] ¢« % E} u]e coBmd (@f p&Lte veir dans leableau 2
Pseudomonas aeruginogar exemple%o}ee vS 7T }Hu%0 ¢ [Z}u}o}Pu -« >SuLE/l>puEZU
maniére hiérarchique : Lasl/LasR impliquant-ax8C12HSL qui exerce un contrdle transcriptionnel
sur le systeme RhIlI/RhIR impliquant la-lE3[129]X [ USE - § E] ¢ %o}ee VS v
synthase/récepteur capable de synthétiser et de reconnaitre diffia® AHE ; par exempleYersinia
pseudotuberculosi$e U3 ¢CvSZ S]e & ipgecpu[ 16 ,>« ]J(( & vS « PE o *Cv
moindre mesure Yp[IS5]. Par ailleursla méme AHlpeut étre synthétiséeet donc reconnuepar

plusieurs espéces bactériennes différemigableau 2

Al o[}v }ve] E %oOH*e % E ]* uvsS 0 E %S UE-" SC% >pAEZU o
%o0pe] HWEs [ VSE deuvEttre & éEdehee que la spécificité entre récepteur et AHL était

variable selon la conformation et la flexibilité du site de fixation du liffef]. Les récepteurs

% HMA v }v E }vv 'SE pv A v3 ]o %ope }u u}Jve o EP [ ,> ](
viu E pE E %S PE- SC % -adivE Zans@EyHihase ypelU ux] cotrespondante
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ont été identifie$176]. Un exemple est celui décepteur QscR dBseudomonas aeruginosgi est

sensible et peu spécifique, pouvant reconnattess AHLs de structusérés différentes

Parmi ces récepteurs LUXR%Z o]JveU ~ ] % E ¢ vS pv Jvs E!S % ES] po] E %o ]
§ E] ¢ <u] V[}vS %o eCe*3S u <U}EMPU ¢ Ve]VP Ju%oo]<hu vE 0 ¢ >

[ scherichia Salmonella mais aussi d&lebsiella, Enterobacteet Citrobactefl77]. Grace a SdiA,

ces bactériespeuvent § § E pv o EP A Wemesi [ ppeVv[ % ¢ § } o EA

directementin vivoU ] % @Eu SSE ]38 uv +SE S P] [JvSE E %S8]}v W <]Pv

espéces bactérienne }p [ *%]}vv P X
IV.E Quorum sensing impliquant les AHLs et communicatioimterkingdom »
IV.E.1 Quorum queching par les paraoxonases eucaryotes

Plusieurs eucaryotes expriment des enzymes ayant une fonction de QQ, mais les mieux étudiées sont

les paraoxonased.a famille des paraoxonases (PON) comprend 3 représent®@N1, PON2 et

PONiX /o <[ P]8 {résicnservées chez les mammiférgsi sont % o0 o [ZC E}oCe E

différents substratsiont les AHL[478]. PON1 et PON3 sont exprimées majoritairement dans le foie

et le rein et excrétées dans le sérum tandis que POt exprimée dans divers tissus. PDMNst

% Eu] o « WKE 00 <] o[ 3]A]3 o 3&}wolseoleskddlss Celé]Jpourrabo }uE Z ¢
[ Joo pEe+ 'SE pv « EED puisquausdn activé<cancernant les autres substrats est

faible comparée a celles de PQNet J179]. Appuyant cette hypothése, la reconstruction

% ZCo}P v S]«u *uPP & <«p of v édaftonase bAtteenne Savaos une forte

activité de QQ qui aurait été acquise par transfert horizda&0]. Par son activité de Q@ ON2

pourrait étre fortement impliquée dans la défense-aigis des microorganismes et son expression
S [ ]Joo py&Ees pPu vs v ¢]Spu $]De plueda@sunmidele€de S (s POR KO

la clarance dePseudomonas aeruginosatdiminuég181]X > Ju]vus]}v PE S]}v o[ ,

oxo- i1 ( AJE]s o A]JEpoO v § Julvp o }JvSEE€o o[]v( 8]}vX

IV.E.2 Effets des AHLs sur les cellules eucaryotes

Méme si leseffets des AHLs sur les cellules eucaryotes végétales dans les rhizosphéres ont été

étudiés, & majorité des données concertes effets deo [ , >0%0-C12 produite paPseudomonas

aeruginosasur les cellules eucaryotes humaifile2]. Cette bactérie, pathogéne opportuniste, est

E *%}ve O [Iv( S8]}ve ZE}IV]<H ¢ 1((] ]o =  ShEz S pRtietkts GReiotss vS] ]}
Up }AJe 1 3¢ X [ 3 }v v ¢[]Jvd E e+ vE pu vVv]*u % Eu 3§35 v3 o Z

Pseudomonas aeruginospe les effets cellulaires des AHLs ont été débrits 1995, DiManget al
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ont montré que la 3oxo0-C12 &orte concentration avait un effet immunomodulateur en perpétuant
la réponse inflammatoinfd83]. Depuis, de ambreusescapacités de la-8xo-C12 anteragir avec les

celluleseucarptesont été développées.

IV.E.2.aEntrée dans les cellules eucaryotes

Gréace a leurpropriétés amphiphileses AHLgpeuventdiffuser a travers la membrane des cellules
H EC}S * }luu 00 * 0 (}VS %}pE % v SE E o[letSe@érp@ur « OO
récepteur de type LuxR. Pour le démontrer, plusieurs méthodes expérimentales ont été utilisées.
Williamset al, ont transfecté des cellules de rein de singe (@P&vec un plemide contenant les
génes de LasR ou RhlR pue o jvS@pmmoteur p EC}S %o }uE <u[ 00 o A% E]L
protéines chimériques des récepteurs aux AHLs produite®paundomonas aeruginoskes cellules
ont également été transfectées avec un plasmide rapporigassédanta séquence reconnue par
LasR coupléau géne luciféras Les AHLs-@o0-C12 et C4 rajoutées au milieu de culture ont pu
]Jv u]JE o J}opu]v e v U u}vS3E v ]Jve] <u[ 0o * % }pA ] vE % v SE E
pour atteindre leur ciblf184]. En utilisant une ®x0-C12 radioactive®H-3-oxo-C12)pour la localiser
dans des cellules T (JurkeRjitchieet al ont montré que cette AHL entrait trés rapidement dans les
cellules, avec une concentration maximale atteinte également rapidement et proportionnelle a celle
du milieu de culturfl85]. Ces données suggérant un transport passif ont été confirmées par &ryan
al avec la méme techniqusur des ellules épithéliales pulmonairgsnais ces derniers ont montré
cuflo A£]*3 18 v EA Vv Z pvu WIUuE SF%hd{cEM[ ,> [B6E - o)
Enfin, ve o[ Sp  Issoret®l une AHL3-oxo-Cl2fluorescenteentrait rapidement dansles
cellules épihéliales intestinale€acae? et se localisait dans la cellule en partie au niveau du noyau.
>[ ,>0%0 iT 8 }v %o O [ VEE E %o e iphrsuypes cellubaissome <[] o
V[ *3 % + /Ecestpinseffets cellulairesoientu ] » % E o[]vd & 3]}v Au o u u E

avecun récepteur membranaif@87].

IV.E.2.bEffetimmunomodulateur

Au premier abord, dE ¢« E pv § ovepu oo[ ¢ SH ¢ *uCE o (( S Juupuv}iu} po 8
AHLs et particulierement de ladko-C12peut étre déconcertant puisqe deseffets aussi bierpro-
inflammatoires < p[ vidflammatoires de cettemolécule du Q¥ sont décrits En réalitéces effets

opposés dépendent essentiellement du type cellulaire et de la concentration deoj-G12
étudiéqd182] mais aussi deo[pnusS]o]e S]}v }u v}iv [panfladimaiooe Subeder kellules
épithéliales pulmonaires et les fibroblastes, a une concentraigrerieure &00 puM,la 3-0xo-C12 a

un effet proinflammatoirg188,189] Par ailleurs, certains autres effets cellulaires par exemple
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o[]v n S]}v 0[19Q]} S He la phagocytog#9l] peuvent avoir des effets pro
inflammatores indirects.En revanchesur des cellules majoritairement immunelynjphocytes,
peripheral blood mononuclear cell (PBMC), cellules spléniques, mastpoydesophagesstimulées

a une concentration inférieure a 100 uM, l80-C12 a un effet aninflammatoirg192t198].

L[ A% 0}E mEranismes etde % ES v |E - oopo J&E - o[ S]}v Juupviu} o
oxo-Cl2ont révélé que cetteAHL interfére avec la voie N& en inhibant la phosphorylation[ B

médiée par le LF®6] A] o[]vd & 3§]}v A o WperoXsadne GolifarstorZctivated
receptor)[189,199](figure 13).

/o 8 P o uvsS Jvs (E ¢ VvS§ viS§ E <u o0 e<SOte PpuESson effef ,> 5 ]
cellulaire. En effet, dNHL C4 produite égalementpar Pseudomonas aeruginoéh ] v <u[ oo +}]8

% o [VSE E veoO oopo n EC}S Vv[ %o - %0 CE }é6alE) S JUUPV]
testant des AHLs de structures différesteont montré que celles qui avaient un effet
immunomodulateur comparable a lado-C12 remplissaient les critéres suivanisngue chaine
carbonée(8 al4 ¢ saturée ou non, substitution hydroxyl ou carboxyl, configuration L du noyau

lactone (AHLs bacti@&nnes naturelles), intégrité du noyau lactdh@3].

Figure BX ~ Z u o[ {Jvéo wi] S}]E -oxmC12 i
[ %o CEeplitskiet al[182]
IKK (B kinas¢ phosphoryle B qui est alors ubiquitinée et dégradée. NF <8 o0} &+ moie E S i
son réle de régulateur transcriptionnel en induisant la transcription de genes immunomodulateurs.
La 30x0-C12 inhibe IKK et donc la viN& f , probablement en interagissaatec le récepteur PPAR.
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IV.E.2.cEffet sur la perméabilité

Mais les capacitéde la 3oxo-C12 a modifier les voies de signalisation des cellules eucaryotes ne se
limitent pas aux effets immunomodulateurkes différents travaux de Vikstrogt al ont mis en
évidence sur des cellules Cazaue la 30xo-C12 est capable [d 0§ [& b@Eriére épithéliale. En
effet sur des cellules polarisées, leo8-C12a concentration relativement élevée (1300 puM)
diminuait la résistance électrique transépithélimtaugmentait le flux paracellulaire de dextrans de
différentes taille§200]. Cette augmentatioméversiblede la perméabilité paacellulaire est le résultat
de la modulation des jonctions serrées et des jonctions adhérentes. Les mécanismes impliqués sont
les suivantsW Ju]vus]}v O E%oE <]}V diEcHoh altérétedi de Ig) structurei

* }u% o0 A ¢ i}v §]}vv 0°* % & o wu} ]J(] S8]}v o[ § 8 %oZ}*% Z}ECO
enfinl[ pPu vs§ §]}v pn o Jpu ]2G0ER03] digure Y)H.a méme équipe également
montré que la 30xo0-C12 diminuait la motilité des cellules épithéliales intestinales en inhibant le
remodelage desfo u vsSe [ L§HLs&mble interagir avelQGAP1L (I@notif containing GTPase
activating protein)une protéine impliquée dans l'organisation de I'actine et des microtubules dans
des processus de moatilitéellulaire[204] (figure 14). Cet effet supplémentiage géne a la réparation

O[] %]8Z o]Jpu SonkvSdE]og & S]}v o] EE] E %]SZ o] o ]JvsS *3§]v

Figure # X ~ Z u o[ (( §-oxo€[2 surila perméabilité intestinale
[ % & + ,}ou S§[209]SCE,u
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IV.E.2.dAutres effets cellulaires

[ USE(¢ S oopo JE = + ,>e }vS § 0 EP uvS Sp] X [+S o0 * V]
O %0}%3}e U pv (( 8 SIpi}pE+ E o 3]AxaiCLE & Bes tOhcentrations i
élevées et sur plusieurs types cellulaires différentgnacrophages et polynucléaires
neutrophileg206], fibroblastes et cellules endothélia[@®0], lymphocytes et monocytg207]Y Les
Sp ¢ uE o A}] e aotivé 6ktspntradictoires: ES v ¢ suPP E v3§ <pu[]Jo [ P]:
voie extrinséquevia les caspasg¢206]U [ USE ¢ <u[]oveie inffiiséque ou mitochondriale

O %0}% S} <u][20%,208F LAs 2 mécanismes sont probablement impligRes).

En outre méme $ certains de ces mécanismes ont déja été évoqués précédemmgnt, >o0xo0-C12
est capable de modifier la distribution intracellulaire du caldil®0,202] pltérer le réticulum
endoplasmiqu@08], [nduire la migration des neutrophiles pahimiotactismdg204,210] et de
modifier o[ £% & +]}v + d>Z ~5}00 0]l E % 3}E-{2iPE2]](( & V& « 00|

Enfin,la 3oxo- iT 3§ %o 0O [ £ & & pv E SE} }vSEEde PONPREI( *uUE o /

contrecarrant Jve] o[ S8]}v ¢ oopo ¢ y WEC}S ¢ %}UE O[]V

V.QUORUM SENSING ET ECOSYSTEME INTESTINAL

Le microbiote intestinal est un écosystéme complexe avec un nombre et une diversité importante de
micro-organismes et notamment de bactéries qui cohabitent. Par ailleurs, ouvert au milieu extérieur
o[ Jsténe intestinal est aussi le lieu de passage de bactéries pathogBaes. ce contexte,

arpiplication du QS y patatohérente.

dipus [ }<EU % CE <p[]Jo 8 }ve] E }uu pv o vP P § E] v uv]A
présent chez plusieurs gatgénes intestinauxa été considéré comme un excellent candidat pour la

luupv] S]J}v JvS§ & § E] vv noeJv o[ En} effet A a 4te SresSdtudie
chez Vibrio cholerag les Echerichiacoli pathogénes,Salmonella,Yersinia, Shigella flexneriet
Campylobacter jejufa1l4]. Il a également été décrit chez des bactéries intestinales commensales
Bacteroides Clostridium, Lachnospira, Ruminococcus, RoseM@i®t217] >[ o u vS8 0 %ooOue
frappant proA] v§ [pv Su E vS§ ve 0 <@t aont chditré%ur}un modeéle
murin présentant une dysbiose pestvS] ]1}8Z E %] U <u e VIAT pAes o[Avd <§]N

% Eu 33 ] vd8 [ HPuvd E o €E 3]} &]Eu] ps I SEE)N UIEB]XVAYEY . Vv
normobiosg218].

Mais, omme décrit précédemment, le QS impliqualets AHLs eshussimis en jeu dans la

communication interespéces bactériennes et dans la relation hbgetérie égalementet pourrait
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par conséquent jouer un role importar@u seindu microbiote intestinal. Il a été décrit dans des
écosystemes marins différentes rhizospherd$13,219,220mais les données sur les Aslldans
o[ }*Ce*S u tu%o £ <<p E %E& « vS o u] &} ]1}S ]JvS eS]vao Zpu ]v
majorité de ces }vv e+ % E}A] v3§ o[ S % SZHn effet [pg Hackdriesp £ X
pathogenesYersinia enterocoliticat pseudotuberculosiproduisent plusieurs AHLs avec 2 systémes
de type Luxl/LuxR chacune organisés de facon hiérarddigGel48,214] Par ailleursPseudomonas
aeruginosadont le quorum sensing a été largement étudié peut étre présentes o[ }+Ce+S u
intestinal. Enfin la mise en évidence chez de nombreuses entérobactésigse(iEhia Salmonella
mais aussi d&lebsiella, Enterobactest Citrobacte] f¢ E %3 HE }E % Z o]v ] % 0O
*]Pv o u]e % E [ USE - § E] e ,»oEu}voo] e % YEYbpUggers que les

§ E] - o[ }*CeS u ]vS ¢S]v 0 %}pEE ]S psS]o]MdE l@quorum e %o} U E
e Ve]JVP Ju%0]<p vE 0 ¢ ,>¢ V[ % ¢ 5 u]e v A] v leZintestimalesd E] -
et les étudesn vivosont peu nombreuses. Utilisant des systémes rapporteurs bactériens avec leurs
limites, des AHLs ont été retrouvées dans le rumen de v§2PERet dans les selles de nouveags
[222]. Devant ce manque de donné&wearingeret alont publié une revue en 2013 ou ils posaient
la question: y-a-t-il des AHLs dans les intestibss mammifere®[223] >[ZC % }SZ ¢ <pfitos u 3§
est que les AHLs sont produites par la communauté microbienne complexe du tracssnadt

Zpu Jv ] v <p[aied jamais ét@étectéesipe<pu][ u Jvs v vS§
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|. DECOUVERTE DE NACYL HOMOSERINE LACTOREK@GC12:2, MOLECULE DU QUORUM
SENSING MIEURE DU MICROBIOTE INTESHNAON EFFET SUR LES CELLULES EPITHELIALES
INTESTINALES

[.A.Introductiona o[ (ES] o

L YN Ju%o]<ph vS 0 ¢ > S E]S v viu E pAE }e@isEru o u ] V]|
évidenceipe<pu[ % E ¢ vS ve o[ }*Ce+3S u PaSaildirsdes &l¢merjtandirects

% E}A v v3 dodcgrnant lesON s uPP & v3 <u[]o % }pE E ]sSlaldy@biospudb 0] < \
cours des MICICes travaux}vs u}vSE «u o 3]A-]Sétait signifisaltikkdinent diminuée

chez les patients présentant une MICI active par rapport a des sujets[22fih®t que le
polymorphisme de POHI (allele 192R) conduisant & une plus forte activité paraoxonase est associé a

une diminution du risque de survenue de MBE2b].

Les dvv ¢« E Vv8 e usSvsS v A& EPu o0 (E}omicrobiatd Jdagsda S])}v Z€
phyiospathologie complexe des MI&R26] Pour aller plus loin dans la compréhension de la
Ce ]} ool ] MAE D/ /U ]Jo <35 ]v ]e%conmséquencés Fenclio@ihelles et son
impact sur |« A}] o o[]v (o Baur3ddla,Xla recherche de métabolites du microbiote
Jvs «8]v 0 Ju%o]<pu * ve o ] Oo}Pp A o0[Z€3 [930R4)ES] po] E u vs |

[ 8 pee] ve S8 }%S]<p S v }ve] E v§ <pindiguentlque les AHLE o0 « WK
participent trés probablement au dialogue héteicrobiote dans le cadre des M]@ue nous avons

étudié le QS impliquant les AHLs

Ce premier article soumiE %0 %} ES 0 JMA ES [ , > 8§ %Ol % ES] po] &
AHL, la ®x0-C12:2 danso|[ }*Ce*S u ]JvS <S]Jv o Zuu ]Jv PE MV u §Z} [ £SC
§ o[uS]o]e S1}v 0 *% S Eétte M€Hode [ WESEtelid hu Elle est décrie
danso[ES] o 3 0 (EM]S [mv O}vP SE A Jo uje HuiepFdtodolée tpE E
robuste, faisable, reproductible et %o S o] § S]}v 0 %ooue PE v JA E-]S3

dans un milieu extremement compfe.

Par ailleurs, le caractére translationnel de cette étude a permis en couplant%. EAKLpar [
spectrométrie de masse o[ v oC- 0 *¢]<u M u]l] &} IS ( 0 % E <W Z 3§ %o
P v e o[ ZE io~U u33E v A] Ve AMu DxoLd2:dtpidiminuée au

cours des MICI et corrélée a un état de normobiose.

% E * 0+ ]J((] poS§ ¢« }v E&vV vS 0 wu]j- M %o }]vBos effobts @t S8té} o [ £S

concentrés a identifier par spectrométrie haute résolutippisasCvszZ 8] € of ,> []vs E!SX
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§ %o EL] o Vvipue % Eule [ 00 E %oOpe eOKPC1lAR indyitrd susles| (( $ <
cellules épithéliales intestinales Ca2oNous avons comparé seffets a ceux de la-@&o-Cl2de
structure procheLes effets cellulaires de cette Akpkoduite parPseudomonas aeruginosant été
largement décrit dans la littérature, posant ainsi les jalons de la place des AHLs dans la
communication hotebactéries. Les résultats obtenus sont particulierement interesSa %o p]e<u[]o*
montrent que la 20x0-C12:2 a des propriétés anthflammatoires comparables a celles de {ax®-

C12 sans augmentation de la perméabilité intestinale.

Cette moléculeest donc a la fois associée a mmicrobiote normobiotique etpossede ureffet que
nous avons qualifiée deprotecteur» sur les cellules épithéliales intestinal€ela suggére que la
o[ ,>-0X0C12WT % }uEE ]85 i}p E pv E€0 Ju%e}ES vSs -épithélium[]vs E §]

intestinal et par conséquent dans la physiopatlgiéodes MICI.

Cet articlepreuve de conceptt uUAGE o A}] o[ $u U <H}EpPU * Ve]VP Ju%oo]cp Vv

o[ }*Ce+S u ]vS «S]engéddual e de la-8xo-C12:2 au cours des MICI en particulier.
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Abstract

Objective: Auto-inducer quorum sensing moleculesasdythomoserine lactones (AHLs) involved in
bacterial communication network are also able to interact with eukaryotic cells. Searching for these
molecules in the context of inflammatory bowel diseases (IBD) is ¢éipgedhe aims of our study

were to look for AHLs molecules in fecal samples from healthy subjects (HS) and IBD patients, to
correlate AHLs profiles to microbiome and to investigate the effect of AHL of interest on epithelial
cells. Design:using mass spé&ometry, we characterized AHLs profiles in fecal samples from HS
(n=26) and IBD patients in remission (n= 24), and in flare (n=25) and correlated presence of AHL of
interest with gut microbiota composition obtained by ramhe gPCR and 16S sequencing. We
sCVv3Z <]l ,> }( ]JvS €& 8 Jv }E €& S} S ¢35 Jv(o uu S}EC & *%o}ve
paracellular permeability on Ca@cells.Results:We observed 14 different AHLs among which one

was prominent. This AHL corresponded toX®-C12:2 and was gifficantly less found in IBD
patients in flare (16%) and IBD patients in remission (37.5%) versus HS (65.4%) (p=0.001). Presence of
3-0x0-C12:2 was associated with significantly higher counts of Firmicutes especially F. prausnitzii and
lower counts of E. di. In vitro, 30xo-C12:2 exerted aninflammatory effect on Cae@ cells.
Interestingly, although ®x0-C12, the wetknown AHL from Pseudomonas aeruginosa, increased
paracellular permeability, -8x0-C12:2 did not.Conclusion: We identified AHLs in humagut
microbiota and discovered a new and prominent AHx8-C12:2 that correlates with normobiosis

and exerts protective effect on gut epithelial cells.

Summary box:
1. What is already known about this subject?

X Quorum sensing involving-&tyl homoserine laones (AHLS) is a interbacterial
communication network
X AHLs also proved to be involved in an ifteBrgdom communication i.e. host
bacteria interactions.
X Quorum sensing has been described in many bacterial ecosystems and in some
intestinal pathogens butas never been studied in the human intestinal microbiota.
2. What are the new findings?

X We identified for the first time AHLs in human gut microbiota.
X We discovered a new AHL, namely AHIX8C12:2 which was prominent in human
gut ecosystem.
X This AHL coelates with healthy state normobiosis and is lost in inflammatory bowel
disease (IBD) associated dysbiosis.
X AHL 30x0-C12:2 exerts protective effect on gut epithelial cells.
3. How might it impact on clinical practice in the foreseeable future?

Our resultgpave the way for potential effects of the loss 6680-C12:2 in IBD.

x In the field of ecological therapeutic approach in IBD, our results should be
considered as a cornerstone for a new concept to control gut inflammation and to
manipulate gut microbiota.
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INTRODUCTION

Inflammatory bowel diseases (IBD) represented by two main diseases, namely Crohn's disease (CD)
and Ulcerative Colitis (UC) are characterized by a chronic inflammatory of gut mucosa leading to
bowel damages and increased intestinal cancei{¥i2]. The socieeconomic issues are important
because they affect young subjects and the incidence is relatively high in industrialized countries (8
15 per 100 000 inhabitants/yedB)\4]. The exact physiopathogeny of IBD remains unkndout
involves a dysregulated immune response to the gut microbiota in genetically predispos§sit8pst

The intestinal microbiota is composed of trillions of bacterial{bacteriaJ9] belonging to 2 major
phyla (Firmicutes and Bacteroidetf)]. It has been shown to play major roleshimman physiology
and it is notably involved in intestinal barrier and immune system maturfitign Several
convergent studies have shown that IBD patientsileix dysbiosis(i.e. a disruption of the gut
ecosystem equilibrium) characterized brestricted biodiversity, temporal instability and a
guantitative decrease of bacteria belonging tfte Firmicutes phylum, especialaecalibacterium
prausnitzii[12 t15].

Recent data highlighted the role of the hesticrobiota interactions within IBD puzain
physiopathologiB,16]. To go further, it is worthwhile to explore the functional consequences of IBD
associated dysbiosis on gut inflammation by looking for molecules gutnmicrobiota implicated in

the dialog with hodtL7 t19]. In this setting, we decided to focus on quorum sensing (QS) molecules.
Indeed, bacterial celtell communtation, also known as quorum sensing (QS), relies in the ability of
a bacteria to monitor and respond to microbial density, via diffusible signal molecules called auto
inducers. This process allows bacterial populations to coordinate gene expressionrevibbasuch

as bioluminescence, secretion of virulence factors or biofilm formation. First described and most
studied type of QS is mediated by small amphiphilic molecules with a homoserine lactone ring moiety
and an acyl side chain with variable lengthdasubstitution, called Micythomoserine lactones
(AHLs). Mostly found in Granegative bacteria, they are biosynthesized by a typé
synthasé¢20,21] Then, AHLs diffuse freely in and out of the cell and in the extracellular medium
Once the bacterial density reaches the quorum, a threshold concentration of AHLs is also reached
and they are recognized by their cognate intracellular kyxie receptors, triggering a signal
transduction cascade that results in populatisde changesn gene expressig@2,23]

First considered as a bacterial communication network only, QS driven by AHLs also proved to be
involved in an intekingdom communication i.e. ho$iacteria interactiong®4]. Importantly,
paraoxonasess WKEe @E VvICu ¢ E%E «« v ul EC}3] oo-U o S}
activity while hydrolyzing AHLs lactone ring mdib}. Conversely, it has been shown that
pathogens can use AHLs as a virulence fgmorseto modulate host immune responses, as it has
been well described with-8xo-C12AHLfrom Pseudomonas aerugindgs).

QS has been described in many bacterial ecosystems, but had never been studied in the human
intestinal microbiot§27] and could be involved in IBD related dysbiosis since recent studies
concerning PON suggest that AHLs mediated QS could play a role in IBD. They have shown that
PONL1 activity is significantly aeeased in patients with active IBD versus healthy subjg8%
Moreover, PONL 192R allele carriage, which leads to a more active enzyme, is associated with
reduced risk of IB[29].

Eventually, small molecules from QS appear to be a new trail in IBD physiopathology as they could be
involved in the regulation of the shape of the gut microbiota but also in-histobiota interactions.
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Thanks to the devefament of an original extraction and detection method, the aim of our study was
to describe fecal AHL profile in IBD patients compared to healthy subjects in parallel with gut
microbiota composition. Furthermore, we investigated the effect on epithelids a#la novel AHL
identified from human gut microbiota.

METHODS
Patients and samples

We collected fecal samples from IBD patients and from healthy volunteers who provided informed
consent. None of the patients had a history of bowel resection. None ofp#tients or healthy
volunteers had taken antibiotics within 3 months before the sampling. Fecal samples were frozen
within one hour and stored aB0°C until analysis.

Demographic data, disease characteristics, disease activity and biological featutes tahe of
sampling were extracted from MICISTA registry and patient files.

AHL detection and characterization
Sample pretreatment and optimized protocole for AHL extraction

Each fecal sample was lyophilized for 72 hours. AHL were extracted from oneofyipophilized
feces with an original optimized method associating slidjdid extraction using a Soxhlet apparatus
and solid phase extraction using a reverse phase C18 cartridgd>é&eyyaters 12cc 2g) (see online
supplementary materials and methods fdetails).

AHL detection by High pressure liquid chromatography coupled with tandem mass spectrometry
(HPLE&VIS/MS)

The chromatographic separation of AHL was carried out on a Zorbax eclips€18D@\gilent
Technology, Garches, 92380, France) fitted omgitent 1100 HPLC system (91745 Massy, France)
(see online supplementary materials and methods). AHLs were separated according to their
hydrophobicity depending on the length of the acyl side chain, the nature of the substitution on the
third carbon and tke presence of unsaturatiorf80].

Mass spectra were obtained using an API® 2000rap (ABSciex, Concord,Ontario, Canada)
equipped with a Turbolon elewispray (ESI). Data were acquired by the Analyst® software (version
1.4.2, ABSciex) in the Multiple Reaction Monitoring (MRM) mode (see online supplementary
materials and methods). Identification of an AHL (designatedni of the precursor ion) was
defined by the presence at the same retention time of the precursor ion and the two possible
product ions ([M+H101} and 102)31] (figure S1).

62



Figure SIMSMS fragmentation of an AHL with the two product ions ([M16iL]+ and 102) obtained from the
precursor ion [M+H]+

The AHlguantification was expressed in nmol per gram of feces after calibration of the method, with
weighed mixtures of commercially available AHL-KGA, GHSL, 3DHC10HSL, OHC12HSL, 3
0X0-C12HSL, CHHSL and-®x0-C14:1-HSL) and normalization relatite the internal standard (CG6
d3-HSL).

AHL characterization
High resolution mass spectrometry

Fractions containing AHL of interest were sampled using a pool of HPLC fractions according to
observed retention timeand analyzed by High resolution mass spauetry using LT&rbitrap XL
(ThermoFisher Scientific) with infusion flow of 3uL/min. Full scan analysis allowed to obtain the
precise mass of the relevant molecule. Then, predicted formula was deducted.

AHL biosensor

The bacterial biosensor straidgrobacterium tumefasciensNTL4, kindly provided by Dr P.
tJoo] us[o ~hv]A E+]3C }( E}SS]VPZ ue A o pe 3} oo oo 57 <u}EuUL
identified AHLE2] (see online supplementary materials and methods).

Microbiota analysis

DNA was extracted as described previoldstyfrom 200mg of faeces using the GNOMEAXIit (MP
Biomedicals, Santa Ana, CA) according to the manufacturers' instructions. A step of disruption was
achieved by the addition of a volume (750pl) of 0.1 mm diametra silica beads and agitation in-a Bead
Beater for 10 minutes. Real time qPCR (quatitie polymerase chain reaction) was performed as
described previous[$3], using an ABI 7000 Sequence Detection System apparatus with 7000 system
software v. 1.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA) (see online supplementary materials and
methods). We used redgime gPCR to quantify in gut microbiota the total bacteria, the dominant
bacterial groups Bacteroides/Prevotella, Coccoides, leptum,dBifacteriun), the subdominant

group Lactobacillus/Leuconostoc/Pediococ@arsl specific specieBaecalibacterium prausnitzind
Escherichia coliGroup and speciespecific 16S rRN#rgeted primers used in this study were
purchased from Eurogentec, their sequences are shown in (table S1).

Due to the quality of DNA extraction, among all samples (n=75), 67 (from 25 HS, 21 IBD in remission
and 21IBD in flare) were analyzed through 16S gene sequencing as described prgg4gusly
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Synthesis of AHL-8x0-C12:2

The AHL ®x0-C12:2 was synthesized from commercially availabpertyn1-ol (Fluorochem UK,
Derbyshire). The alcohol wdsst protected with chloromethyl methyl ester. The acyl chain was
elongated and the desired double bonds installed by organometal coupling vhitbrho-2-pentyne,

and alkynes reduction to alkenes. The alcohol was then deprotected and oxidized into ytiarbox
acid, which was further coupled to Meldrum's acid to afford the active derivative. This derivative was
finally reacted with homoserine lactone to afford the desired molecule (figure S2).

Figure S2Steps of 3x0-C12:2 synthesis fromgentyn1-ol

Cace? cells experiments
Cace2/TC7 cell cultures

The human colon cancer cell line C&®C7 was cultured in-@&ell culture plates in higiglucose

Ho e u}l 1(] Po u Jpu 'opus u £ / ~'"1 KeU e u%hiactivateds Alsz
foetal calf sermm (FCS) (GE Healthcare/ PAA), 1%-essential amino acids (GIBCO) and 1%
penicillin/streptomycin (PAA company), at 37°C in a 10% carbon dioxide/air atmosphere. The culture
media were changed every day.

Inflammatory response

After 14 days, culture mediaag changed for a starvation» media without FCS for 24 hours. Before
stimulation, selective PON inhibitor-t8/droxyquinoline (2HQ) at the concentration of 100uM (to
disrupt Cace2 PON activity) was added, and the following conditions were tested: wifth @MSO
alone or increasing concentrations ofo0-C12 (Sigm&ldrich®) and -8x0-C12:2 in 0,1% DMSO.
Cace2/TC7 cells were then stimulated by Interleukin 1 betal@®l). (Sigmaildrich®) at 25 ng/mL.
After 18 hours, cell supernatants were removed for tigakin 8 (IL8) assay and cells were washed
and scraped into 200pL Triton 1X for the protein assa§.dancentrations were determined using an
ELISA assay (DUoSET Human Cx&, 8Rland D Systems®) and delivered to the totalpcetkin
content. All éperiments were done in duplicate.
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Permeability assay

Cace2/TC7 cells were cultured in the same conditions as described abovevéti €ostar Transwell

(3 um pore size; Sigmadrich®). From confluency, they were switched to asymmetric conditions, i.e.
with medium containing 20% FCS in the basal compartment and skeeenmedium in the apical
compartment. At day 18, the apical medium was supplemented with 100uM of PON inhibitor 2HQ
and with DMSO 0,1%;@0-C12 or 20x0-C12:2 (200uM) during 4 or 20 hauiTo assess paracellular
permeability, Fluorescein isothiocyandtbeled Dextran 4 kDa (FD4) tracer (TdB consultancy,
Uppsala, Sweden®) was added to the apical surface of the cell monolayers to a final concentration of
TAT...DX &}uE Z}uE-+ obdsabEédum %ece eollgcted and fluorescence was determined

with a FLUOSTAR Omega (BMG Labtech®) calibrated for excitation at 485 nm and emission at 520
nm.

Statistical analysis

Statistical analyses for significant differences were performed with thdestut test for unpaired

S U v C t]o }Aphvdmetvi¢ west when appropriate. Qualitative data were compared
A13Z1v PE}pu%oe pe]VP 3Z -1 8 o8 ~:pu%o *}(SA E U :DW A AeX &}E « @
interest and gut microbiota, differerdl analysis of bacteria quantity between stool samples were
performed using relative quantification (Z2DCT) data. For each sample, individual bacteria
guantification values were normalized into relative proportion so the sum per sample across all
bactelia is 100. Correlation test was applied using Pearson coefficient.

For microbiota sequencing analysis GraphPad Prism V.6.0 (San Diego, California, USA) was used for all
analyses and graph preparation. Results are expressed as meantSEM, and statidyicas avere
performed using the twdailed nonparametric ManrtWhitney U test or Krusk&Vallis test with

HVV[e UMOSE]% 0 Ju% E]e}v § ¢8X dZ vpu E }(} » EA % ]« « Ao
diversity indexes were calculated using rarefied d@epth=2000 sequences/sample) and used to
characterize species diversity in a community. Statistical significance of sample grouping for beta
diversity analysis was performed using Permanova method (9999 permutations). Differences with a p
value <0.05 wereonsidered significant. Principal component analyses of the Bray Curtis distance
with each sample were built and used to assess the variation between experimental groups (beta
diversity). Differential analysis was performed using the linear discriminmaalysis effect size (LEfSe)
pipelind35]. MaAsLin, a multivariate statistical framework, was used to find associations between
clinical metadata, AHL -&o0C12:2, and microbial community abundance. Correlation within
microbial taxa abundance data was measured by Spearman correlation test.

RESULTS
Detection of AHLs in human gut microbiota from IBD patients and healthy controls
Patients

We collected 75 fecal samples from 49 IBD patients (22 CD and 27 UC) during fladgsa(d=
remission (n=25) and from 26 healthy subjects (HS). The demographic, clinical, biological and
therapeutic data of IBD patients and HS are represented in table 1.
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HS IBD in remission Active IBD
n=26 n=24 n=25
Sex (male) 11 (42.3%) 15 (62.5%) 11 (44%)
Age (years old) 35.4 +£2.8 41.5 +£2.5 35.6 +£2.5
(mean+tSEM)
Smokers 2* (7.7%) 8 (32%) 6 (24%)
Type of IBD % 12 UC (50%)/12 CD 15 UC (60%)/10 CD
Disease duration (years % 11.0+/2.2 4.3+/-1.0*
(mean+tSEM)
Disease location % CD: L1 (n=3), L2 (n=2), L3 (n=7) CD: L1 (n=2), L2 (n=6), L3 (n=2
Montreal classification p (n=5) p (n=6)
UC: E1 (n=1), E2 (n=6) E3 (n=5 UC: El1 (n=1), E2 (n=7), E3 (n=7
Disease activity scores % HBI: 1.7 +0.3 HBI : 9.2 +/1.9**
(mean+tSEM) Mayo: 0.8++0.2 Mayo :6.7+£0.3***
CRP (mg/L) v 4.5+/-1.2 49.1 +/8. 7%
(mean+tSEM)
Hemoglobin (g/dl) v 13.7++0.4 11.8+,0.4*
(mean+tSEM)
Treatment % CS (2), 5ASA(14), IS (9), Biologic (| CS (5), 5ASA(12), IS (5), Biologic**

Tablel- Patients and controls characteristics

* p<0.05 **p<0.005 ***p<0.001: p values from difference vs the IBD group in remission

HS: healthy subject, IBIhflammatory bowel diseases, SERBtandard error of the mean, UQilcerative colitis,
CDW @&}Zv][e ]e: Matley, Bradshaw index, CRBreactive protein, CScorticosteroids, 5ASA5
aminosalicylates, ISmmunosuppressive agent.

Identificaion of Nacythomoserine lactones in human gut microbiota

We identify 14 different AHLs from human fecal samples using-NFIKIS. Each AHL is designated

by itsm/z value. AHLs distribution among samples is represented on a heat map (figure 1). Among
theseidentified AHL, one an/z 294.2 is prominent (30/75, 40% of the samples). All other AHLs were
found in less than 10 fecal samples.

Figure 1. Heatmap of the results of AHL profile in IBD patients and healthy controls. AHL are designated by their
m/z. Gey color bar indicates AHL m/z concentrations from no (white)to highest concentration (black)

HS: healthy subject, #8D: inflammatory bowel disease patients in remissioABR: inflammatory bowel

disease patients in flare, UQIcerative colitis, ClV E}Zv[e ] =«
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Identification of the major AHL from gut microbiotan20-C12:2

Using HPLC, we harvested fractions containing AH/za294.2 to obtain its precise mass. Using
high resolution mass spectrometry (L-Opbitrap XL)figure 2), we determined the accurate/z of
this protonated AHIJM+HT): 294.1700. We deducted its formulaicg:4O:«N, that corresponds to
unsaturatedN-3-oxo-dodecanoyl homoserine lactone with two double bondoK8-C12:2).

Figure 2. Full scan (8M0) of the fraction containing AHL at m/z 294.2 using high resolution mass spectrometry
(LTQOrbitrap XL) in infusion mode with its pige mass and deducted formula.

We then tested the pooled fractions containingo80-C12:2 on NTL4 biosensor. Concerdcht
fraction (X5) tested positive (figure S3) confirming quorum sensing activity of an AHL.

Figure S3Results of NTL4 biosensor with AHL at m/z 294.2
1: control (water) 2: C7 5uM :33-0x0-C12 5uM, HPLC fraction with AHL rafz 294.2 with different
concentrations 4: X1/10, 5X1/2, 6: X1, 7.X2.5, 8 X5.
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Distribution of 30xo0-C12:2in IBD patients

AHL 3oxo0-C12:2 was significantly less found in IBD patients in flare (4/25, 16%) and IBD patients in
remission (9/24, 37 %) versus healthy subjects (17/26, 65.4%) (p=0.001) (figure 3A). Furthermore 3
0x0-C12:2 fecal concerdtions weresignificantly higher in healthy subjects (2.62 8/80 nmol/g of
feces) compared to IBD patients in remission (0.580+18 nmol/g of fecesp=0.014) and in flare
(0.25 +£0.15 nmol/g of feces, p=0.0002) (figure 3B).

Figure 3. Bar graph of AHL0R0-C12:2 distribution and concentration among healthy subjects (HS) and IBD in
remission (RBD) and in flare (BD). A : proportion of samplegith AHL 20x0-C12:2. B: mean-8xo-C12:2
fecal concentration* p<0.05 **p<0.005***p<0.0005

3-0x0-C12:2 is associated with gut microbiota profile
Fecal microbiota composition in IBD patients

As expected we observed a loss in alolersity of gutmicrobiota in IBD patients compared to HS
(figure 4A, 4B). Beside a loss in biodiversity, changes in bacterial composition in IBD during remission
and flare were comparable with previously described dysbiosis (figure 4C, 4D). They were
characterized by aoks in Firmicutes (especially Lachnospiraceae and Ruminococcaceae) and an
expansion in Proteobacteria. Moreover, principal component analysis of microbiota sequencing data
showed a different repartition in HS compared to IBD patients in remission aradér(filgure 5).

Real time qPCR analysis confirmed 16S sequencing data showing dysbiosis among IBD patients
especially in flare (Table S2). There was significantly lower coun®osfridium coccoideand
Faecalibacterium prausnitzind significantly higér concentrations oBacteroidetesand Escherichia

coli in IBD patients in flare compared to HSlostridium leptumgroup was significantly less
represented in IBD patients in flare and also in remission compared to HS.
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Figure 4. Bacterial diversity amodmposition among healthy subjects (HS), IBD in remissitBD)Rand in flare
(A-IBD): alpha diversity Shannon index (A) and Chaol index (B) and composition at a pby(@)saad at
family scale (D).

Figure 5. Beta diversity according to Bray Cuniiex between healthy subjects (HS) and IBD in remigRion
IBD) and in flare BD).
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3-0x0-C12:2 correlates with normobiosis

We analyzed fecal microbiota composition in fecal samples in whioko&12:2 was present
compared to those in which it was haletected. Principal component analysis of microbiota
sequencing data showed a different distribution according 4mx8C12:2 status as shown in figure

6A. As shown on Lefse analysis, main contributors to discriminate bacterial group where 30x0C12:2 is
seen were increase in Erysipelotrichaceae, Ruminococcaceae, Roseburia, Blautia, Lachnospiraceae
and Faecalibacterium prausnitzii (Figure 6B). Altogether, our results suggest -thatC32:2
correlates positively with normobiosis. To validate this hypohese performed correlation tests

using first 16S sequencing and then gPCR data. From sequencing ae@C12:2 correlates
positively with Lachnospiraceae (such as Anaerostipes, Roseburia and Blautia), Coriobacteriaceae and
Ruminococcaceae (such as Faddacterium prausnitzii). It correlates negatively with
Fusobacteriaceae and Veillonellaceae (table S3).

Figure 6. Bacterial composition among fecal samples according to AktC32:2 detection (8xo0-C12:2 (+)
group) or absence AHL-0%0-C12:2 (x0-C12:2 ) group). A : Beta diversity according to Bray Curtis index
between the two groups. B: Bacterialxtathat were differentially represented inaxo-C12:2 (+) group, with
statistical level of significance according to linear discriminant analysis (LDA scofex&yere identified at
the order, family, gender or species level and cetmaed accordingp their phylum.

In a targeted and more quantitative manner, presence ebx8-C12:2 was associated with
significantly higher counts of Firmicute€.(coccoidesand C. leptumgroup and especially.
prausnitzi) and lower counts oE. colias shown ini§ure 7.
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Figure 7 Relative quantification (2DDCT) of gut microbiota principal bacterial groups and species according to
the presence @x0-C12:2 +) or absence-(&0-C12:2-) of AHL 2x0-C12:2. * p<0.05 **p<0.005 *** p<0.001

3-0x0-C12:2 exerts practive effect on gut epithelial Cac@ cells
Effect of 30x0-C12:2 on inflammatory response in Ca2aells

We observed an anthflammatory effect of 2x0-C12:2 at 10, 25 and 50 uM as well agx®-C12 at
5 uM compared to control (figure 8).

Figure8. I8 (normalized ratio) secretion by Cato oo0- (}&E % (8§ E />it *3Jupo §]}v AlsZ
concentrations of AHLs&o0-C12 and $x0-C12:2 compared to control (DMSO 0,1%). * p<0.05 ***p<0.001
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Effect of 3oxo-C12:2 on paracellular permeability Cace2 cells

There was an increase of paracellular permeability after 4 hours exposure (X2, non significant) and 20
hours exposure (X15, p<0.01) tao80-C12 compared to control (figure 9). Interestinglygx®-C12:2
showed no modification of paracelar permeability in the same conditions.

Figure 9. Proportion of FEITC in the basal medium after 4 hours on €acells cultured on transwell. Cells
were preexposed with AHLs@o0-C12 and $x0-C12:2 at 200uM for 4 and 20 hours. * p<0.05 **p<0.01

DISCUSSION

In this study, we succeeded in identifying for the first time AHLs in human gut microbiota. Moreover,
we discovered a new AHL, namely AHix8C12:2 which was prominent in gut ecosystem. This AHL
correlates with healthy state normobiosis and sMast in IBD patients especially in flare. Finally, we
were able to show that this molecule exerts protective effect on gut epithelial cells through anti
inflammatory effect without increasing paracellular permeability.

In fact, QS involving AHLs had bedescribed in various ecosyste®8,37] and also in gut
pathogen$38] but never in intestinal microbiota. In 2013, Swearingen et al addressed the question:
Are There AcyHomoserine Lactones within Mammalian Intestind27] They ventured the
hypothesis that AHLs were producedthin the complex microbial communities of the human
intestinal tracteven though it had never been detedt. After developing an original extraction
method specifically for complex feces samples, the sensitivity of mass spectrometry enabled us to
confirm this hypothesis. Actually, the first and most challenging step of this work was to determine
the best extaction method with two major concerns: first to catch the largest rank of AHLs that
exhibit variable hydrophobicity, second to extract a small molecule in a complex and solid sample
with tremendous number of molecules. After many experiments, we eventdeliyed a two steps
extraction beginning with solitiquid extraction using a soxhlet followed by solid phase extraction
taking into consideration the amphiphilic properties of AHL. We thus identified a prominent AHL in
human gut microbiota and higresdution mass spectrometry allowed us to determine its precise
mass and therefore its chemical formulan8o-C12:2. We discovered a never identified before AHL
3-0x0-C12:2 which is prominent in human gut microbiota using an innovative technic. Still some
limitations can be raised about other AHL which could have not been detected because of a lower
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extraction yield with our technidAlso, some uncertainty persists about the moleculex8-C12:2 as

we could not determine the position and the isomer (cigrans) of the two double bounds. To go
further, we need to display larger quantity ofaxo-C12:2 and go beyond technological lock. For
example, one can determine by BLS/MS after derivation the position of the double bound in the
acyl side chain by DMD@imethyl disulfure) methof89]. These kind of experiments remains
challenging. Even though some other AHL may have been missed by our extraction technic, the
detection of 30xo-C12:2 in gut microbiota from human samples is relevant. Indeed, its concentration
in a cohort of IBD patients and healthy controls was associated with healthy state and normobiosis.
Thanks to a translational strategy built on a well phenotyped IBD cohorteapeértise of gut
microbiota analysis, we bring an original result on gut ecosystem. Moreover considering that AHLs
production is linked to the quorum state of microbial communities, we believe that this type of
molecules is informative when studying thenttional consequences of microbiota imbalance.

Our exploratory study raises some fundamental questions about the place of Akk-C3L2:2 in
human gut microbiota: which bacterial species or family can synthetize it? Which ones recognize it?
Could it infience the balance of gut microbiota and in which way? Analysis of microbiota sequencing
data began to address these questions. It showed a correlation betwet-812:2 and some
bacterial species or family (mostly Firmicutes) but none of them was swooggh to identify a
bacterial candidate for -8x0-C12:2 synthesis nor a bacterial target. A possible explanation is that
AHL 30x0-C12:2 is a final product of a trophic chain involving several different bacterial species from
gut microbiota. A simple LukuxR type of quorum sensing as described in a single bacterial species
population is unlikely to happen as is in a complex ecosystem such as gut microbiota. Besides, the
relative complexity of AHL-&o0-C12:2 (long acyl side chain, two double bonds) isgatible with a
several step synthesis. A thorough bioinformatic analysis of AHL synthase, AHL receptor and
desaturase genes in gut microbiota genome could be used as a strategy to identify bacterial
candidates. This experimental plan has been used in mrakcosystef87]. Furthermore,
administration of 3oxo-C12:2 in a murine model could help figure ou¢ thotential role of this AHL

on regulation of microbial communities. Our hypothesis is that quorum sensing and more precisely
the lack of 30x0-C12:2 could be a factor influencing the persistence of dysbiosis in IBD.

Beyond these ecological consideratioiscovery of 2x0-C12:2 as a prominent AHL of the gut
ecosystem invited us to test biological role on host showing a protective effecord-812:2 on gut
epithelial cells. Pragmatically, we decided to synthetizeox@C12:2 with the most likely pagin of
double bounds. We felt confident to show an amflammatory effect of 2ox0-C12:2. In fact,
structurally close AHL -@o0-C12 produced byPseudomonas aeruginoshas been previously
described to be antinflammatory on several cell types differetitom epithelial cellglOt42].
Furthermore, it has also been shown that AHLs with a chemical structure closexoGL2AHL
~0}vP Co Z ]lvU }A&E} epu *S]SuS]IvU Jvs § o S}v GEiledmmaldrySCY e %o (E
effect{43]. We found aranti-inflammatory effect of both 2x0-C12 and 2x0-C12:2 on Caca cells
without visible cytotoxicity. We took into account PON expression in this cell type and therefore we
use a selective PON inhibitor to assess-aritammatory effect and thus preseed the lactone ring
moiety. To note integrity of lactone ring moiety is fundamental for AHL-infiimmatory effect. 3
0xo-C12:2 exerts andinflammatory effect at a higher concentration tharo0-C12 but in a wider
range of concentrations. This suggeshat the two double bonds by favouririglding contribute to

an increase stability of this AHL. If immunomodulatory effect-ok&C12 has been well described,
AHL receptor and molecular partners in host cells still needs to be precised. It has bgestadg
that this effect results from the interaction of AHLs with PPAR within ho$44Ell

73



Exploring other potential effects of AHLs on Gaceells, we confirmed that-8xo-C12 increases
paracellular permeability45,46] Indeed, this AHL secreted by a pathogen is a part of the invasion
strategy of the host. The most stricking result is that structurally close but unsaturabed-G12:2

} o v}iS u} J(C % E oo0opgO E % Eu Jo]SCX /v E - %akyZ o] o
P u[@7] is a very early phenomenon in IBD pathophysiology. It has been described in first degree
relatives without clinicasymptom$48], it could be very appealing to explore Ho20-C12:2 could
partly restore intestinal epithelial barrier.

These results pave the way to useod-C12:2 as an ecologicehmunomodulator. One can
speculate that this prominent AHL in case of IBD associated dysbiosis could both restore normobiosis
and have an aninflammatory effect without increasing permeability. Manipulation of gut
microbiota in order to control inflammain in IBD has been strongly investigated in the past few
years. This has led to use with success fecal microbiota transplantation in IBD especially in UC
[49,50] This drastic method is not completely satisfactory and exposes patients to potential long
term riskg51]. Besides, antibiotics have been showed to be efficient in IBD in specific situations
(postoperative recurrence, pochitis, perianal lesions). However it raises concerns about antibiotics
resistance and should not be use in long lastirsgases such as IBD. Probiotics have failed to reach
significant efficacy to be use in IBR,53] In this setting, future developments will probably come
from natural products from gut microbiota to control gut inflammation. In this therapeutic
perspective, 2x0-C12:2 through its dual effect drost and microbiota appears as a good candidate.

Our results as a proof of concept constitute the first step towards ecological therapeutic approach in
IBD.

CONCLUSION

In conclusion, using state of the art mass spectrometry in a targeted strategy, weableréor the

first time to investigate quorum sensing molecules such as AHLs from human gut microbiota. We
discovered a new and prominent AHLEX-C12:2, in gut microbiota that exhibits protective effect

on gut epithelial cells. These innovative reswaibstribute to improve our knowledge in human gut
host-microbiota interactions. Through a translational approach, we explored the potential effects of
the loss of 20x0-C12:2 in IBEssociated dysbiosis and in gut epithelial inflammation. In the field of
eoological therapeutic approach in IBD, our results should be considered as a cornerstone for a new
concept to control gut inflammation and to manipulate gut microbiota.
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SUPPLEMENTARY METHODS
AHL detection and characterization
Sample pretreatment and optimized protocole for AHL extraction

Each fecal sample was lyophilized for 72 hours and AHL were extracted from one gram of lyophilized
feces according to the following steps:

- Solidliquid extraction using a Soxhlet apparatus with 100 mL of Hpade ethyl acetate
(Carlo Erba) with 0.1%rfmic acid in which 2 pL of the internal standardhékanoyil-
homoserine lactonal3 (C6d2HSL, Cayman Chemical) at 20mM was added. The process was
left to run for 4 hours after the first cycle.
- Evaporation to dryness of the extraction product using a mtaevaporator and
resuspended in 5 mL of HRgfade acetonitrile (Carlo Erba) with 0.1% formic acid. 45 mL of
water with 0.1% formic acid was added to obtain a solution of 90% water/10% acetonitrile.
- Solid phase extraction: the sample was loaded ontovanse phase C18 cartridge (Seak
Waters 12cc 2q) after preonditioning with 15 mL of methanol with 0.1% formic acid and 30
mL of water with 0.1% formic acid. The cartridge was rinsed successively with 50 mL of water
90%/acetonitrile10% with 0.1% formécid and with 10 mL of hexane. The AHL were then
eluted with 20mL methanol with 0.1% formic acid.
- Evaporation to dryness of the elution product under a nitrogen stream at 50°C. The residue
was dissolved in 200 pL of acetonitrile with 0.1% formic acid.
AHLdetection by High pressure liquid chromatography coupled with tandem mass spectrometry
(HPLEMS/MS)

dZ }opuv A« 3Z Eu}+s § § 0 , X &]A R> }( 8Z (Jvo ASE 3§]}v
HPLEGVIS/MS. The mobile phases consisted of (A) (watén @il% formic acid) and (B) (acetonitrile

with 0.1% formic acid) 80:20 (v/v). The linear gradient for AHL elution was programmed as follow:
increasing B in A from 20 to 35 for 5 minutes and from 35 to 95 for 15 minutes, gradient remained

then constant ove 10 minutes. Separation was achieved at a flow rate of 0.4 mL/min. Prior to the

next injection, the column was equilibrated for 15 minutes.

ESI interface set in the positive mode with nitrogen as the nebulizer gas. The ion source temperature
was setat35 | X Op*d EJvP v VEE V %}3 v3] o AE 35 §0is v i

As described by Cataleli al[31], precursor ions were all different Al+H]" and product ions were
according to the 2 different fragmentation reactionsieutral loss[M+H -101]" and the lactone
moiety atm/z 102.

AHL characterization
AHL biosensor

A preculture of the bacterial straikgrobacterium tumefascienslTL4, kindly provided by Dr P.

tJoo] ue[o ~hv]A E+]8C }( E}$8]vPZ ueU A « PE}AB) MedEmW]PZS ]V
supplemented with gentamycin (30ug/ml) with shaking (70 rpm) at 30°C. AB medium supplemented

with 0.5% glucose and thiamine (1mg/l) was inoculated with 1/50 volume of the overnight
preculture, and grown to late exponential phase to obtain dxdoof 0.6 (after 14 to 15 hours). The

culture was then centrifuged (at 1700g for 15min, at 4°C) and the bacterial pellet was resuspended in

AB medium with a 2@old concentration. This bacterial suspension was diluted (1/100) in melted soft

agar (0.7%) B medium with >gal (final concentration 50ug/ml) [32]. The agaiture solution was
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immediately poured into a petri dish containing solid LB agar. Twenty microliters of sample, negative
(water) and positive controls (standard AHLS) were pipette intewdifft wells punched into the
solidified agar. The plates were incubated in the dark at 30°C fd8B4before visualization of the

blue coloration around the wells.

Microbiota analysis
Real time gPCR

Amplification and detection were carried out in-9&ll plates with SYBR Green PCR Master Mix (2X).
Each reaction was performed in duplicate. Amplifications were performed at 95°C for 10 min to
denature DNA and activate AmpliTag Gold Polymerase followed by 40 cycles at 95°C for 30 s and
60°C for 1 min (61°C fdr min to quantify total bacteria). A dissociation step was added, and the
dissociation curves were analyzed to confirm the identity and fidelity of amplification of the SYBR
Green products.
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SUPPLEMENTARY TABLES

Target Primer N v -
All bacteria F_Bact 1369 CGG TGA ATA CGT TCC CGG
R_Prok 1492 TAC GGC TACCTT GTTACGACT T
Bacteroides Bacter 11 CCT WCG ATG GAT AGG GGT T
Bacter 08 CAC GCT ACT TGG CTG GTT CAG
Coccoides Ccoc 07 GAC GCC GCG TGA AGG A
Ccoc 14 AGC CCCAGCCTTTCACATC
Clostridium leptum Clept 09 CCTTCC GTG CCG SAG TTA
Clept 08 GAA TTA AAC CAC ATACTC CAC TGC
Bifidobacterium F_bifid 09c CGG GTGAGT AATGCG TGA CC
R_bifid 06 TGA TAG GAC GCG ACC CCA
Lactobacillus Lacto 04 CGC CACTGG TGT TCY TCC ATA
Lacto 05 AGC AGT AGG GAATCT TCC A
Faealibacterium prausnitzii F.Prau 07 CCATGAATT GCC TTC AAAACT GTT
F.Prau 02 GAG CCT CAG CGT CAG TTG GT
Escherichia coli E. Coli F CAT GCC GCG TGT ATG AAG AA
E. ColiR CGG GTA ACG TCA ATG ATG AGC AAA

Table S1. Grougnd speciespecific 16S rRN#argeted primers and their sequences

HS (n=26) | RIBD (n=24) A-IBD (n=25 p-value
HS vs RBD HS vs ABD RIBD vs ABD
All bacteria 11.91 11.72 11.68 ns ns ns
(log/g of feces)| +/-0.09 +/-0.10 +/-0.09
Bacteroidetes 0.92 1.45 3.22 ns 0.042 ns
+/-0.20 +/-0.60 +/-0.79
Bifidobacterium 1.06 4.87 6.73 ns ns 0.029
+/-0.25 +/-1.92 +/-5.77
C. coccoides 0.99 2.77 0.91 0.038 0.015 0.0003
+/-0.15 +/-0.94 +/-0.42
C. leptum 1.02 0.98 0.55 ns 0.0005 ns
+/-0.11 +/-0.24 +/-0.14
Lactobacillus 1.06 13.34 26.38 ns ns ns
+/-0.42 +/-9.76 +/-23.26
E. coli 1.05 1.67 13.92 ns <0.0001 <0.0001
+/-0.41 +/-0.81 +/-4.11
F. prausnitzii 1.00 1.55 0.47 ns 0.005 ns
+/-0.20 +/- 0.46 +/-0.15

Table S2. Quantification of dominant and subdominant bacteria in the fecal microbiota (Log10 CFU
Equivalent/g of feces) from IBD patients in remissionBR) and flare (ABD) and healthy controls
(HS). Rralue of comparisons between each group are shawthe last three columns.
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Taxa "% Eu | pvalue
p__Firmicutes;c__Clostridia;o__ Clostridiales;f __Lachnospiraceae;g__Anaerostipes;s__ 0,48927007 | 0.001
p__Firmicutes;c__Clostridia;o__ Clostridiales;f __Lachnospiraceae;g__Roseburia;Other 0,42245372 | 0.005
p__Actinobacteria;c__Coriobacteriia;o__Coriobacteriales;f __Coriobacteriaceae;g__ ;s 0,3882074 | 0.01
p__Firmicutes;c__Clostridia;o__ Clostridiales;f __Lachnospiraceae;g__;s__ 0,3751996 | 0.01
p__Firmicutes;c__Clostridia;o__ Clostridiales;f __Lachnospiracedegasgeburia;s__faecis 0,3720511 | 0.01
p__Firmicutes;c__Clostridia;o__ Clostridiales;f __Ruminococcaceae;g__Faecalibacterium;s_| 0,35554197 | 0.02
BiZIII:usobacteria;c_Fusobacteriia;o_FusobacteriaIes;f_Fusobacteriaceae;g_Fusobacte -0,3554251 | 0.02
E_Firmicutes;c_CIostridia;o_CIostridiales;f_[Mogibacteriaceae];g_;s_ 0,35476241 | 0.02
p__Firmicutes;c__Clostridia;o__ Clostridiales;f __Lachnospiraceae;g__Blautia;s__ 0,35101284 | 0.02
p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Repccaceae;Other;Other 0,34656497 | 0.02
p__Firmicutes;c__Clostridia;o__ Clostridiales;f __Lachnospiraceae;g__Dorea;s__formicigen{ 0,34594418 | 0.02
p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__ Actinomycetales;f___Corynebacteriaceae;g__Coryl 0,33126643 | 0.03
erium;s__durum

p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__ Veillonellaceae;g__Veillonella;s__dispar -0,3278163 | 0.03
p__Firmicutes;c__Erysipelotrichi;o__Erysipelotrichales;f__Erysipelotrichaceae;g_ ;s_ 0,31502506 | 0.04

Table S3. Significantorrelations (noR% E u SE&E] N %o

Eu v

§ -o%0Cl12:ZA v
concentration and bacterial taxa from 16S sequencing. In the first column, taxa were identified at the

order, family, gender or species level. Spearman coefficient is shown in the secanthcahd p

value in the third column.
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Il. RESULTATS COMPLEMENTMIRAEBRETIN VIVO*hZ >[ && d  ~OXGCILZIET-®XO
Cl2:2

> ¢ (E *HOS 8¢ ¢Uu% %0 U VS JE © % @& » vS ¢ ] %E& v (}vS % * ¢ poe 0
sute ao[ ES] 0 % E]V %Ces pdsuttaldE seront intégrés a une prochaine publication en

ee} ] S]}v [ USE « A % E]u lisgosddrment les gffed viXroet in vivodesAHLS
3-0x0-C12 et 30xo-Cl2 :2

IlLA. Résultats préliminairegvec la 30xo-C12 sur les cellules immunitaires
[ILA.1. Matériel et méthodes

Les cellules Raw 264.7 ont été cultivées dans des plagues 6 puits @aldans du DMEM
( po }e D} 1(] Po D ]Jupue Pou®),avec 1§%-de séfum de veau foetal
(SVF) (GE Healthc&®edécomplémenté, a 37°C avec 10% de CO2. Le milieu de culture a éte
Z vP S}uS e 0 ¢ 00Z ipe<y| §S§ Jv & OilLe niilieu de cYliufeo p &té X
ensuite changé pour du DMEM sans SVF 1h avant le débatfdéE % E]Ju vS S]}vX WpuJe o
(DMSO 0,1%) ou desrentrations croissante3-0xo-C12(1, 5 oul0uM) dans du DMSO 0,1% a été
ajouté, avec 0,1% de BSA (bovin serum albumin) délipidée. Chaque condition était réalisée avec et
sans Zhydroxyquinoline (2HY inhibiteur sélectif des PQ@™Ia concentration delOOuM. Les cellules
§] vs ve 0 u!lu S u%e ¢SJupo =+ % & of i}v §]}v >W”ht o v

[FNva la concentration de 20Ul/mChaque condition était réalisée en duplicat.

Apres 0 Z UE + []v &a3®TClavec 10% de CO2, les surnageants étaient récupérés pour
dosae o{d et du TNF alpha par méthode ELISA et le culot cellulaire était récupéré pour dosage
de protéinesLa réponse des cellules Raw264.7 &aitcévaluée pates taux de TNE et I'lL.-6 dans

le surnageant aprés 6h et exprisen pg/mg protéines.
II.A.2.Résultats

Nous avons mis en évidence une diminution significative dé& IBh présence de-8xo-Cl12 a la
concentration de 5uM et de 2HQ par rapport au témaiygatif (DMSO + 2HQ) : 23208 4639 vs

95373 +£12875 pg/mg de protéines, p = 0,(0f8yure 15) On observait édament une diminution du

TNF rdans les mémes conditiorsans que cela atteigne la significatividéanmoins, ces résultats

étaient peu repoductibles du fait de la faible adhérence des celll®esv264.7 W (E ]Joo WE=+ o ((

anti-inflammatoire significatif était limité a la concentration de 5uM.
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Figure 15. Effet antinflammatoire de la $x0-C12 sur les cellules Raw 264.7
II.B.Imageriecellulaire W o} o]+ §]}v -oxoceG1l2=ains les cellules intestinales Cato
[1.B.1.Matériel et méthodes

Les cellules Caedont été cultivées sur des lamelles déposées au fond des puits de plaques 6 puits
(Falco®), dans du DMEM (10 } [+ Ddd Hagle Medium) glutaMAX 1X (GiBsavec 20%

de sérum de veau foetal (SVF) (GE Healtiare }u% o u vS§ U i9 [ ] <+ u]v e v}
essentiels 100X (Gib@pet 1% de pénicilline/streptomycine 100X (PAA compargg®Y°C avec

10% de CQ2Le milieu de cul E S Z VP S}uS e 0 ¢ 10Z ipecy] §§ Jv &

confluence.

Le milieu de culture étéensuite changé pour du DMEM sans 3¥ninutes avant le début de

o[]Jv H S]}vX Wpnu]e JOo S ]S i}pus W

- Soit b 3-0x0-C12 couplée a la fluorescéin®u N-dodecanoyl.-homoserine lactone-
hydrazonefluoresceire (3012FITC)Cayman chemica® a la concentE S]}v (]v o [IRD
dans du DMSO (0,1%) avec 0,1% de BSA (bovin serum albumin)
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- Soit A 3012FITC & 1uM et la-Gxo-C12 (Sigmaldrich®) & 5 ou 20 pM dangu DMSO (0,1%)
avec 0,1% de BSA

- Soit B contrdle: la 5(6)-carboxyfluoresceindSigmaAldrich®) a 1uM dans du DMS@Q1%
avec 0,1% de BSA

Chaque condition était réalisée en duplicat.

Aprés30 minutes []Jv p $&}37°C avec 10% de CO& lamelles étaidnrécupérées et les

cellules étaient fixées. Un marquage 2 temps était effectué. Selon les conditions, il y avait

- Un marquage d& membranes la lectine Wheat Germ agglutinifWGA marquée a la
rhodamine (Life Technologi&®) était ajoutée a la concerdtion de 20 ng/ml pendant 15
minutes. Aprés 3 lavages au PBS 1X, la lamelle était recouvepara®mrmaldéhyde RFA
2% pendant 15 minutes pour fixation.

- Un marquage €s noyaux aprés rincage au PBS 1X, la lamelle était recouverte de 150pL de
DRAQ55uM) pendantl0 minutes. Puis la lamelle était rincée au PBS 1X.

- Un immunomarquage d o[ p Z E}u pefméabilisation par une solution Triton 1X
saponine 0,075% pendant Ifiinutes, rincage au PBS 1X puis blocage par PBS1X/BSA 1%
pendant 30 minutes, ajout  arjticorpsprimaire anti-histone H3 (Abcan®) a la dose de
9ug/ml, puis apres 2 rincagg®BS 1X 5 minutes puis PBS1X/BSA 1% 5 minutes, ajout de
o[ vS] }&E %o <Alexa FILGE 647 antapin (Life Technologi€ au 1/400.

Aprés ajout de 20uL deABCO,ds lamelles étaieninontéessur lames evisualisées au microscope

confocalLeica TCS spectral (SB@jés 1h minimum a 4°Cn laser mixte kryptomrgon était utilisé

% }UE o[ /£ 135 3]}A 0o wlvPu pE- [}v: 488 pow EFTQvert), 543 nm

pour la lectine WGAmarquée a la rhodamingrouge) et 633 nm pour le DRAQ 5 et

o[Juupviu E«u P o[ UbledkLes iBrjages obtenuadaient fusionnéespuiscorrigées
o[ ] logicielGimp.

11.B.2.Résultats

Nous avons pwbserver<u o[ ,> § gate%erEntracellulaire aprés 30 minutes la fois au
niveau cytoplasmique mais aussi au niveau nucléaiie particulierement au niveau de certaines
zones du noyau (figurd6A)X %o @E ¢ Juupviu E«u P A -hisfonesH3pEdRRIvait s |
une colocalisation aved'euchromatine(figure 16B). Cela suggére que la 3QGERTC se localise au
niveau des zones de transcriptioBn n'observait pas de fluescence intracellulaire avec #H6)

carboxyfluoresceinétémoin négatif) (figure 16C)U <u] IV(]E&u <«p flugresséitie » o
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qui permet a la 30LEITC de rentrer dans la cellule et de se localiser dans le nogdluorescence
diminuait surtout au niveau nucléaiaprées additiordans le milieu de-®xo-C12non fluorescente en
excés fi u ]e *pES}ugfigudl@D o u}vSE <«u -0a¢-GI2 rientre en compétition
avec la 3012&/d U Vv}S uu vS % E &E %o %0} ES MV %0}S vS] o E %S pE&E
fluorescéine, bien que volumineuse, ne sempés modifier de maniére significative la localisation
o[ ,> veoO oopo X

Ces résultatsuggéent que la 30xo-C12 joueaun role de facteur transcriptioniehez I'héte

Figure 16 >} o] S]}v oopnoO }aEoCI2ETC, > i

A: 3012FITC (vejtavec marquage par la lectine WGA (rouge) et le DRAQS (bleu)

B: 3012FITC (vert) avec marquage par la lectine WGA (rouge) et immunomarquadpgstorie H3
(bleu)

C: carboxyfluoresceinte (FITC) (vert) avec marquage par la lectine WGA (rouge) et le(DBAQS

D: 3012FITC (vertet 3-0xo-C12 a 20puMavec marquage par la lectine WGA (rouge) et le DRAQ5S
(bleu)
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I.C.Influencede la 30x0-C12 et de la ®x0-C12:2 sur le microbiotein vivo

I1.C.1.Matériel et méthodes

11.C.1.aAnimaux

Des sourisnalesC57BL6JRj(agés de 6 a 8 semaing8anvier, Le Genest Salste, France) ont été

hébergées p e« ]v o [ Unf¢étioldgie Expérimentale des Rongeurs et Poisso(iERPYle

drfsitut National pour laRecherclte Agronomique (INRA) de Jouy en Josas @mnditions specific
pathogenfree (SPF)Ellesont été laissés en acclimatation pendant ureemaine avant le début de

o[ A% E]Ju vs8 §]}vX >[ ve u O O[ ¢ ] [ *8 E}luo v }v ]8]}ve 8
12h/12h, température de 21°C). Les ewptentations se sont déroulées conformément a la

o P]Jeo §]}v. A o] }E [pv }uld 3Z]<p 0} 0 & %% E}UA % E
~VHu E} [ pS}E]- $BU¥5201%0MG15859974

Pendant 3 semaines, des groupes de 4 animaux ont gegtidiennement par oie orale des doses

T1TRo0 [3-0x0-C120u 30x0-C12:2 solubilis&sdans du DMSO 0.1% correspondant a 10, 5, 1
ou 0 mg [ , g de poids vif. Des féces ont été collectés, pesés puis conged@SG tous les deux
jours.Pour ch<py PE}u% U 0 * ¢« 00 ¢ }vS S E PE}U% ¢ %}uHE o[ v 0C-
chaque conditionLes deux expé&icesse sont déroulées a 2 périodes différentes avectx@C12

ou avec la ®xo0-C12:2.

I.C.1b. £ASE S]iv [ E S E] v

Sur les skes de souris congelée§fii ... > Pu v] ]Jv 8§Z]} C v SHCHIA50M1N € ] »

di..> -Lalosyl Sarcosine (LS) 10%t été ajoutés avant décongélation 10 minutes a
température ambiante Puis5ii...>  -5%"TamponPosphate pH8, 0.1Mbnt été ajoutésau

mélange avant incubation 1h30 a 70°C. Améditionde 500 mg de billes de verre, le mélange a été

agité au FastPrep®itesse 6,5 m/s, 3 x 30s, Smites dans glace entre chaque rumprés ajout de

15mg dePolyVinylPolyPyrrolidone (PY) et mélange au vortex, les tubes ont été centrifués

minutesa 2M00gX > e<pEvV P v§ § E+« EA S0 po}s E *3v3 o A 3E}]
A chaque fois, le surnageant a été récupéré aprés centrifugation. Tous les surnageants oulésé p

et centrifugés une derniére fois pour éliminer les dernieres suspensions.

>[ E § % E ]%]3[]°P% @ u%preg avoir mélangé par retournements successifs et
laissé reposer 10 minutes a température ambiante, le mélange a été centfifugérutes a 2000g
Le culot a été récupéré et resuspendu da@gii... >tampon W}e%Z § % ,0 iXiD iXiD § fi

[ § de potassium 5M. Le mélange a été laissé la nuit a 4°C pour laisser précipiter les impuretés.
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Aprés centrifugatior80 mirutes (2000g,4°CeU o0 espuE&Ev P vS }vS v vS o[ E % puE](]
Deux microlitresle Rnase 10mg/mant été ajoutés puis le mélange a été incubé 30 minutes a 37°C.
Apr e 181}V up [ %Zabsoluetde ii...> [ § § *} dtumelabpe délicat par
retournements successifs, les tubes ont été centrifud€sniirutesa 20 000y Le culot a ensuite été

lavé aveciu> [ §Z v} @ & idprises puis a chaque fois centrifudéipute a 15000g). Aprés

avoir séché le culot, il a été repdans100 plde TELX A v§ [!SE a}20PCo

II.C.1C.Séquencage et analyse statistique

Le séquencage a ensuite été effectudbo E » U% o0](] S]}v <« P v ¢ } ednMelpE& of ZI
décrit préecédemmerj227]X WIln@E& o[ v 0Ces Qiime g été ullidd pour l'alignement des
séquences, l'assignation des taxons, les diversités atpda] Z o M ¢ ]Jv [pvetbétasS]oo}ve
(variabilité inter échantillon)Le logiciel R a été utilisé pour comparer les échantillons entre eux. Les

tests Anova et ManAWhitney Wilcoxon ont été utilisé, avec umaleur p= 0,1. Le logiciel R été

égalementutilisé pour I'Analyse en Composantes Principales (ACR visualisation des graphes
II.C.2.Résultats

> e v OCe ¢ ]JvSs BEu ] ]E + widenge%e diffédences en fonction du temps, pétie
U (]S [MUVv U v %ou]ee v X E}pe A}ve Z}]e] U%]E]<p u vd [ 3p ]

microbiote aprés une semaine soit®Jen poolant J14 et J21.

/o V[C A ]38 %o u} 1(] dBvigrsité apods admidistration de-@&o-C12 ou de dxo-
C12:2 (figure 17).

&]PUE i6X 0%Z ]JA E-]3 ~]v ] NZ vvive v (}v §]}v e PE}u%o
poids vif): A: administration de 2x0-C12, B administration de 2x0-C12 :2
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v EAvZU - o[}JvEPE 0 }Ju%}e]S]}tv 8§ A}viul<p v (}v 8]}v
concentrationapres J7on observe des modifications (figure 18). Lax8C12 aux concentrations de
5 et 10 mg/kg entraine une augmentation des Bactert@dewux dépens des Firmicutes (figure 18A).
Au contraire, la 2x0-C12:2 aux concentrations de 5 et 10 mg/kg entraine une augmentation des
&]EU] P8 » ~(JPUE 6 *X >[ V OCe* %O0OHU*s %E ] P E %%}ES &]E
résultats (figure DX E}S uu v3Uoxm{Cl22 @ la concentration de 5 mg/kgugmentait
significativement le rapport Firmicutes/Bacteroidetpar rapport au groupe 1 mg/kg@{7 vs 2,4 ;

p=0,02) et par rapport au groupe contrdle Omg/kg (8s2,2; p= 0,03) (figure 19B

&]PUHE 06X }u%e}e]S]}v § A}viu]<p pu] E} 118 *}uE]e Vv (}v S]}v

doses.

&IPUE 16X Z %% }ES &]EuU] uS I § E}] S v (}v §]}v o[ ,> u]v]
* 1 p<0,05

La 30x0-C12:2 administrée par voie ale étaitdonccapable de modifier le microbiote intestinal de

*}uE]e v HPuU vS VS % E ¢ i culJv o § uk&E &]Eu] us X e (E O
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avec la 2oxo-Cl1l2 qui a plutét tendance a diminuer le taux de Firmicutes aux dépends des

Bacteroidetes

>[ ve u O e (E *n0S 8¢ o (E}VS ] Distussionvgéreral¥et@tdpedtivegui

suit.
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DISCUSSION

§S§ SZ - A 18 %}uE p3 [ Sp ] E o[lJu%o] 31}v [HV S5C% ujo
o[ }*CeS u ]JvS ¢S]Jv o v}IEuU} ]}8]<p & ve 0o Ceo ]} e} ] pMAeE D/ /X
de mettre en évidence ces molécules de communication irtetdrienne dans des échantillons de
e 00 ¢ }v Ve uv ujo]l] B }u%o £ U PE uv u 82z} [ £SE 38]}v }C
0 *% SE}u SE] Uese X [ ¢S50 %E u]  (}]* <p 0« ,>¢ }vs § ]
intestinal humain En utilisant une cohorte de patients bien phénotypés comparés a des sujets sains,

Ve O E [uv  8p  SE veo 3]}vv 00 U vipe A}ve & %ope 0}]v Vv ]
% E& }u]v vs Ve 0[] }*Ce+3 u JwRo€iZv. GéttedH qui était diminuée chez les
patients atteints de MICI était corrélée a un état de normobiose. La deuxiéme partie de ce travail de
thése a été centré sur les effets cellulaires de cette nouvelle AHL, proche dex@aC3i2 de
Pseudomonas aeruginospli a été largement étudiée notamment pour son effet sur les voies de
o[]v(o uu 8]}vX §§ «3SE 3 P] *§ }Z & v§ A o[}E] vS§ §]}v SH
microbiote intestinal au cours des MICI, centrée sur les conséquences fonctionnelles deidaedysb

S o[] vS](] S]}v us }o]s - S E] ve C vS pv E€0 %}S vS] o -pud
Jv(o uu 3}]E 0[Z€38 X ve E U vipge A}voxoEIZubIEden|[ S]A]S
cellules épithéliales intestinales. Nous avons nmnigeidence un effet de cette AHL que nous avons
gualifié de «protecteur», a travers la diminution de la réponse inflammatoire sans augmentation de
la perméabilité. Par ailleurs, les premiéres expérienoegsvo u}vSE& vS «<gu o[ u]v]*SE& 3]}v |
est @pable de modifier la composition du microbiote. En effetdax8-C12:2 augmente le rapport

Firmicutes/Bacteroidetes chez les souris.
JMA ES [ ,>¢ Ve O] }*Ce3 u ]Jv3 3]V 0 % E *% S3SE}u SE] u ee

% E ¢ 0O JHA ES [ ,>+  wstOmesiet JesidBrnéeg eroissantes dans la littérature
associant AP[216,218]JU puv MSE wu}o wpo u yaru o[ }*C+S u ]JvsS *5]v o
o[Ju%.o] S]}v LI Ve S }eCeS u Tu% 0SAE%e O UKo} e[ ]BOO[UEU vV
Swearingenet al posaient clairement cette questiany-a-t-il des AHLs dans les intestins des
mammiféres?223] ve 3§35 @& Ap U o ¢ pud pE-+ u 33evAHbyd Zoptprpddtes <

ve o0 SE 3Spe Jvs ¢e8]vo ]V <yu[ oo e v[] VvS iu]e S § § o ipecy]
est que la spectrométrie de masse, une méthode plus sensible et moins biaisée que les systémes
rapporteurs devrait étre appligu¢é o & Z & Z [ ,> Ve O] }*Ce3 u ]JvS ¢8]v oX
cette méthode que nous avons pu apporter un début de réponse. En effet, la spectrométrie de
masse, en prenant en compte la structure moléculaire des AHLs, permet leur détection dans un

milieu riche et complexe. Néanmoins, un travail préliminaire important a été réalisé pour adapter les
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usz} o [ £ASE S]}v % E uu v8 psS]ole ¢ %}IUE o S S§]}v o >
bactériensmajoritairement, a des échantillons de selles. Led¥re u i pE+ S ] vS o[ %S S]}v
vV SUE -}o] ol Z vsS]oo}vU « A E] ]o]8 < 0}V 0 ¢ epui o ~o ]v
}u%o AE£]S X [ *S %o }uCE e E Je}ve <u vipe A}ve p3lo]e pv ASE
§ %o *X >[ § %o ]0]e 03]} %o Zo E vs o[ Asl@& S]¥%v GBu]oo <[ ((E v Z]E
maximum de la variabilité de la consistance des selles pour uniformiser le plus possible la méthode

[ £3E 3]}vX W E Joo HE-U vipe A}lve E % % }EBC ce quilrousySE S]}v
e U0 ]V ]*% ve 0 X v ((SU e ve o0 U ]Jo 3§ ]85 Juke}lee] 0 « A}]E -]
était due a leur faible quantité dans les selles ou a leur dilution en période de poussée. La premiére

§ %o [ £SE Slquidesditiliant un soxhlet a été déterminante pour pouvoir adapter
o[l £SE S]}v Z ]8u oo e sUEV P vS§e § E] ve % & o § 8§ [ S$Z(
* 00 * 0C}%Z]o]e <X Ve UV Ju% E}u]e % }uCE § S E& o Woue PE v
hydrophobicité variable, sans extraire trop de moléculepokuants», nous avons exploité le

E S E uU%Z]%Z]o o ,>eX E}ue A}ve %}UE 0 § 3 %oope] pE
}u% E vS§ o (}]* o« }v v @atdrefle» prédanfinanten(3oxo-C12:2) qui avait
§ ul]e v Al v * 0 E *pos 3+ % E oJul]v]E + & 0o+ }v VIE §
structures chimiques variables ajoutées dans les selles avant congélation. Nous avons pu ainsi
confirmer que lacongélate § o0 0C}%Z]o]e S]}v v[ 0§ (E ]S % * O § S]iv o
différents solvants et colonnes SPE, nous avons déterminé un protocole en examinant plusieurs
E]S E X > EvV uvd [ ESE SE]}v + ,>¢ su% %0 wsideréavec] v A]
§8 vS]}vul]e o EE v uvsS [ ASakoCi2Pva étéaécisH. Nous avons ainsi choisi
LV % E}S} }o [ £SE S8]}v % E&u S8 vS§ § §E& o %ope [ ,> ]
rendement global mais nous avons pris en com@galement sa faisabilité et sa reproductibilité.
Notre objectif était de pouvoir utiliser ce protocole en plusieurs étapes déja contraignant a un
viu E [ Z v3]oo}ve sp((]* VS %o}pE % }pHA}]E Ju% E E 0 * % E}(]oe
MICl auxS u}]veX D oPE&E oUo Ev uvs [ £ASE 3]}v E 8§ A E] o
IV %o}ee] 0 <u VIHe ¢}CIve %o e o €5 [ USE ¢« ,>« }vS 0 }v VvSC
e uj]o § S]}v u (15 [uv & v u vsS I|¢. Fas @llewsd,}ha détection ellg
méme par spectrométrie de masse est plus sensible selon la structure chimique des AHLs,
v}iS uu v8 0 et <3]8usS]Jiv S o o}vPu uE o Z]v E }v U <u] u} ](
de la moléculfl54,155]X E vu}]veU -axpCR2W1T «<u] § uj-e v A] v luu of .
% E }tu]v vS§ o[ }*C+3 u ]vs «3]v o Zpu ]Jv A VISE S Zv]cp U

moindre chez les patiestatteints de MICI. Par la suite cette AHL a été corrélée a un état de
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VIEuU} ]} X i o0 u vsSe u 85 vs v A EPpxo0612:2 YahsHe&S microbioteo 1

intestinal.
Wo 0 foxaCL2W1T ve o[ }*C*S u ]vS ¢S]v 0o Zpu ]v
Cette étude exploratoire s} po A viu E pe ¢ <d *S]Ive %}uE a[dwsdindg viv E o

microbiote intestinal, qui produit la -8xo-C12:2? Qui est capable de la reconnaitreEstelle
%0 O [Jv(op v & of <plo] & L u] E} ]}Enspvidos &dsultats e nous <p o0 o
% EU SS VS %o ° E %}v E MAE T % E u] E * <u *S]}veX v (( SU
microbiote et de la concentration de ladko- i1 ulvsE «pf]jJo AE]J*S ]S pv  }EE& o S]}v
3-0x0-C12:2 et certains groupes ouspeces bactériens notamment du phylum des Firmicutes. Mais
TR TRY JEE o0 3]}v V[ § 18 ool (JES %IuE ] v3](] E pv v] S S
pour la cible de la-8x0-C12:2. Par ailleurs, aucune des expériences réalisées dans le laiberso
e ol Z - § E] vv e }uu ve o v[ u]e v A] v 0 % @&} p S1}v [,
cependant ne parait pas adaptée pour identifier les bactéries commensales capables de produire des
AHLs en raison de nombreux bidlé o[ A]+S v éries comimensales non cultivables, de
bactéries commensales non identifiées et enfin les différences majeures entre le milieu de culture et
les conditions au sein du microbiote intestinal qui peuvent influencer le métabolisme bactérien et
notamment le QS.Une étude récente a mis en évidence que différentes cellules eucaryotes
%]SZ o] o+ S ] vS %o O %0 (E }2,u p@ur agtweru leu quorum sensing
bactérier{168]. Mais cette S P ouvs ujvs@®&E «pu . OOMO * %]SZ 0] O
% O % E} M]E pv Juls S]}v [ ,>X E}SE ZC%}SZ » -0y EV VS 0
C12W1 8§ <p[ oo <« E ]S 0 % E} M]S (Jv o [uv Z v  SdEpE%oZ]<p  Ju
bactériens du microbiote intestinal. Un systéme simple de type Luxl/LuxR est peu plausible dans un
}eCeS u pHee] Ju% o0 £ <u o] }*Ce5S u ]Jvs «5]v oX W E ]Joo PE-U ¢
0x0-C12:2 avec une longue chaine et 2 insaturatiast compatible avec une synthése en plusieurs

étapes.

Yu v o A}JE-0o6I2W1Ti 8 % o []Jv(op v E o <p]Jo] & p u] E} 1}8
avons pu apporter un début de réponse. En effet, cette AHL est associée a une normobiose sur le
données de corrélation avec le microbiote et sa concentration est diminuée dans les selles de
patients atteints de MICI, notamment en poussée, par rapport aux sujets sains. En outre, sur un

modele murin, son administration favorise les Firmicutes auxeddp des Bacteroidetes.

94



Identification de la 3o0x0-C12:2 et effetsin vitro

Pour pouvoir aller plus loin sur le role potentiel de cette AHL, une étape limitante a été de pouvoir

o[] v8](] €EX v (( 8U o u sz} * %0 & (E }uladd@idction des«AHLg, Djen]s %o} U
(W *vel] o U V[ A]8 % « 0 E <}ousdllv v ¢ JE %}uE § Gu]v €& o
E}ue A}ve }v pupslo]e o[,W> %}uE } 8§ V]E o (E 3&]}v }vs v vs of ,
masse précise en spectrométrimute résolution (Orbitrap). Cela a été possible malgré une faible

guantité de cette molécule et sans que les efforts pour augmelateuantité extraite et la purifier

vi] vd § (EMU SHU HAEX "] 0 U ¢ %E& ] VIihe % @EEIPxodN2:2yS5](] &
une incertitude persiste sur la position des doubles liaisons ainsi que sur leur caractére cis ou trans.

Nous avondenté aprés dérivation par la méthode DMDS (dimethyl disulfure), de déterminer par
chromatographie gazeuse couplée a lagpemétrie de masse (GRIS/MS) la position des doubles

liaisons sur la chaine carborig28] u ]« o }v vSE S§]}v 0O u}lo po ve o] £ASE

faible.

Aprés identiftation de la 30x0-C12:2 par spectrométrie haute résolution, cette derniere a donc été

*Cv3Z 8] X E[ C v iu]e 8 § 3 H% E A v3U o P v eCV3Z o
lvvp § Jo v[ §]8 }v %o ¢ %o}ee] O [ VA]+ &ie@iepNous JgvoBsy danice §
}Joo }JE A o] <pu]%o Zlu]*8 o <p] }vS %p 0 sCv3Z 8] EX }uu o

Jve]l] <p o0 pE&E E 3§ & ]* }u SCE ve Vv[}VvS % o S O] U vipe
pragmatique le cas de figure le plso E} o0 X E}pe A}ve }Ju% E o (x& oopo ]C
C12:2 a celui bien décrit de la®o0-C12 dePseudomonas aeruginoskn prenant en considération
0« WKE 0[Z€S <pu] }vd & JvZ] U v}pe-inflapmatGredeEld @¥o-Ca (( 8 v3§]
a des concentrations relativement faibles (5uM) sur des cellules épithéliales intestinale2.@eto
effet avait été montré sur de nombreux types cellulaires mais pas sur les cellule[T82p Par
ailleurs, nous avons confirmé les constations de Vikstbrad qui ont mis en évidence que ladXo-
C12 augmentait la perméabilité intestinf200]X >[ ;o0x0iC12:2 exerce elle aussi un effet anti
Jv(o uu S}JE X > % E e Vv e JUu 0 ¢ 0] Je}ve v ujnfldmhmedoirgde %o ¢ of (
la 30xo-C12, comme cela a déja été défdr@3] mais permettent probablement une ypé grande
stabilité, un accés plus facile a sa cible, ce qui expliquerait la plus grande amplitude de
concentrations (10 a 50uM). En revanche, 4ax8-C12:2 ne modifie pas la perméabilité intestinale.
Cette donnée est cohérente avec le fait que Jax®8C12 soit produite par un pathogene dont le but

3 o[]JVA <]}v o0}@EeC4dp:2 est Ié& produit du microbiote intestinal dont le but putatif est

% E}S P & o EE] E ]vs *8]v o X §§ -ihfai@Batoire et M E o ((

modification de la perméabilité pourrait étre expliqué par le fait que ces effets sont médiés par 2
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récepteurs différents comme cela a été déja sugfE&B]X /o e« u o €& ]S «pu -of (( 8
inflammatoire soit médié pameroxisome proliferateactivated receptor(PPAR un récepteur
VL o ]J& U § of (( § iktg (@araned%ate@ation avec la membran@eci ouvre un champ
de recherche sur la caractéat®on des récepteurs cellulaire eucaryotes de {axX®C12 :2Si Al2 a
JMA ES o A}] o[ §u HY?r ve o & o0 3]}v «Cu ]}SjrtpstinalSE o[Z€:
o[ (( § %}S v8] oo u vs }oxoCl2:2 @[la foisi sur le microbiote et sur les cellules
%]SZ 0] 0 ¢ JvS8 ¢3]v 0 ¢ e}uo]Pv o[]vs E!S 0 %E& v & v o jve]
bactérien important. Par ailleurs au cours dd$Cl, la diminution de la-8xo-C12:2 pourrait étre
utilisée comme un marqueur de la dysbiose. De plus, sa diminution pourrait contribuer a activer les
A}l - o[]Jv(o uu 8]}v 8§ MPu v§ E-oxo-Ca2:ZHpourrajtadphic dtre impliquée
dave 0 %ZCe*]}% SZ}o}P] e D/'/ § %o0opue % ES] po] € u vs ve 0[]V

cellules épithéliales.
PERSPECTIVES

Ce travail exploratoire qui peut étre considéré comme une preuve de concept ouvre de nombreuses

perspectives en fonction dd%o } ] v § Apg <y of[}v Z}]-]13X
I vs](l slyv [ .,>

Du point de vue moléculaire, des efforts supplémentaires pourraient évidemment étre faits pour

] vS8](] & [ USE  ,>- Ve 0 ¢ ¢ 00 ¢ Sl}u E S E]* & 0 *-%o}*]S]}ve
OXOC2 WX W E A u%o U }v %}uEE ]S }u%o E e u SZ} o [ ASE
techniques de spectrométrie de masse plus sensibles et plus précises. Ou encore, pour extraire
spécifiguement la x0-C12WITU ]Jo ¢85 %o}ee¢] O [ LS ]ohmaHa résin€Ehydrazine,

réagissant avec le groupement oxo et permettant de capturer puis de libérer les AHR3(0)R81]

En réussissant ainsi a obtenir une large quantité @x®C12:2, nous pourrions réussir a identifier

apres dérivation pala méthode DMDS (dimethyl disulfure), par chromatographie gazeuse couplée a

la spectrométrie de masse (&C€S/MS) la position des doubles liaisons sur la chaine carbonée grace

a une analyse attentive des profils de fragmentaf#8].
AHL 30x0-C12:2 et bactéries commensales

M %}]vsS u] €&} ]}o}P]cu S ve o[} i S]( u] u£ }vv 'SE o u] &}
identifier la ou les bactéries impliquées dans la synthéseadgdxo-C12:2 ainsi que celles qui la
reconnaissent est essentiel. Par des techniques de bioinformatique, il est possible de rechercher les

analogues de Luxl et de LuxR dans les génomes des bactéries commensales séquencés ou des bases
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~

de données métagénorfxp ¢ ~D § ,/de }uu o] § (18 ve (@720} Ce*S u u
Cependant, devant le caractére wldement insaturé de la -8xo-C12:2, il faudrait également
E ZEZE +Pve e SUE *» *U Ve 0[ZC%}EZ * % E} 0 [HV o
impliquant différents acteurs du microbiote. Par ailleurs, & la fois les génes de synthase moais su

HE o« E %3S HE-+ }uu ) § ul]e v A] v A o[]1ME](] 3]}v
peuvent étre trés différents des analogues Luxl ou LuxR déja identifiés. De facon plessanée,
IV %o}l@EE ]38 Ju Plv & ] vs8](] & o - § (EokoCiu? e utijsant ine S o ,> 1
oxo-C12W7T (opu}E& « vS }u%o0 e § Zv]<u o SE] oopo J&E %08 o
fait Mauriceet al[232].

Z€0 AHb Boxo-C12:2sur le microbiote

Du point de vue écologique plus global et dans la continuité des premiers résultats obtenu sur la
u} J1(1 S81}v nun u] &} 118 Z |1 état bggakEil est logique de rechercher un effet
dynamique de la®xo-C12W1T spE& o &E °¢]Jo] v pmul] &} 118 X MWdUEion, da %o E } %o E ]
3-oxoC12W1 A & nuv  «} dHdupe st certhines bactéries commensales associées a la
normobiose. Comme cela a été fait avec2Alla 3o0xo-C12:2 pourrait étre administrée chez des
souris aprés antibiothérapie pour voir son effet sur la correction de la dygBit&e Par ailleurs,
%o }UE Sp ] E of-okp-Gl2:2 de facon plus fine sur le microbiote intestinal humain, des
souris & flore contrélée ou a flore humanisée paignt étre utiliséef3]. Ainsi, les effets de la-3
oxo-Cl2:2invivoe (E ] vS Sp ] » ( }v Cv ul<g  Juu vipe o[ A}ve (18 A
o[ § 8 0 U]Je Vv ¢[]JvE G e+ vE ep e¢]A u v$ 1(( & vSe PE}U%
retopEv vs§ 0 }Z}ES % S] vSe 88 JvS§e D/ /U v}ipe %}uEE]}ve &
général et de la-®x0-C12:2 en particulier sur les pieces opératoires de patients ayant une résection
iléo- 0 %}uE MV u 0 ] E}Zv analyee @Eu owcrobiote asqocié a la
muqueuse. Une comparaison avec les biopsies de la coloscopie faite a 6 maipdragbire comme

0 3 % E Ap ve o[ [238] nods Ddmherait une évolution de ces données chez le

méme patient en fonction de la récidive endoscopique dans une situation clinique bien codifiée.
Effetsin vitro AHL 3ox0-C12:2

H % }]vS Au  1}o}Plep 8 %}IpE %% E}(}v IE o  » EB]Iv o+ ((
C12:2, il parait trésintéressant a la fois de préciser les partenaires cellulaires de cette AHL et de

u} 1(] o« }v ]8]}ve A% E]Ju vS o ¢« (]v & Z E ZE [ uUSE « ((
utilisant toujours une AHL modifiée (fluorescente ou couplée a la biotihejerait possible de

o} o]* & o[ ,> veoO oopo W EC}3  Yuu-oxdQERITCA}wmeéntelde A o |
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S vS & [] VvS](] & e}vle ¢« E %S PE~*c S % ES v |-&xoCl2o®po |E X
modifiant pas la perméabiliténtercellulaire sur les cellules Cago o[ § § * oU s A% E] \
sontencours ve 0 0 }E S}]E %}uE ¢ A}JE ] 33 u}o po + E ]85 p }v
les modifications de la perméabilité aprés un stimulus @dokines preinflammaoiresX ~] [ § ] o

U of[]vs E!'S §S ,> ¢« E ]S [ US vS %oope PE v ve 0« D/ /
perméabilité intestinale semble étre un phénomeéne précoce dans la physiopathologie de la maladie
de Crohfi67]. Comme cela a été décrit avec lxd-C12, la 3x0-C12:2 pourrait avoir des effets
%}S v8] 0 *UuE [ USE *» SC% * oOpO ]JE ¢ v}S uu v8 ¢ OOHO * JUUMUV
S [uSE + ((S€&E -oguo ] o[]v u S]}v O[ %}%S}e U o u} J(] S]}v
]JvS§E oopo ]JE § o[]Jvd E S&]}v A 0O *SCE ¢ Y4 E 8] HOHU V }%oO
% ES] po] €& u vs Jvs E ¢+ vS§ %opu]e <uf]o § u}vSE «<«uf[lo ilu )]s
physiopathologie de la R@3] X v(]JvU o ¢ (( S 0 0 {étrgniifjue qui est uj produit
de transformation des AHLsdXo pourrait également étre étudiés. Par son effet chélateur du fer
précédemment décrj234,235]U §§ u}o HO %}S v3] o]e E-inflammdtdie de[ (( S vS
o[ ,>0X0-C12:2.

Effetsin vivo AHL 30x0-C12:2

Enfin, considérant la possibilité que l@8o-C12:2 pourrait a la fois aider a restaurer la hormobiose,

avoir un effet antinflammatoire et atténuer les modifications de la perafdité intestinale, cellei

%o }UEE ]S }vesS]Sp & pv %o]*S SZ E %o US]<M ve o D/ /X v (( S
]*%}v] 0 ¢« ]Jvd (E P]ee v§ (}Jv 3 EJA A o=+ A}] - o[]v(o uu
traitements permettant de manipuleo u] &} 1} 3§ []JvSd €A V]E *pE o « u} J(] 8&]
VIA B %]35Z 0] 0 3 % ES] pyo] & uvsd [ 3pu o0o]8 X W E Joo pE-U
% E} 1}S]<p e M }uEe << D/ / SO0 & S & Zv}iv o] (@&effécalo SE ve%
]o ¢85 % &S] po] & u v ¢ pl]e vs8 [puS]o]e & pv u § 1}o]s § E] v }ul

cette optique, nous projetons de testém vivo o[ , >0%0-C12:2 sur un modéle de colite chimique

(TNBS ou DSS) pour savoir si elle peut; da E U 0 E & o & S p& 3]}v [uv
diminuer les modifications inflammatoires et de la perméabilité intestinale et ainsi prévenir la colite

Sliu 0 EE o0 E P E SJ}vX > o }e o A S i1 uP [ sHEUIP %o } ]
DMK 1Ui9 § u]v]eSE + ve o[ M }lee}v <pu] }vs § § o8 o o[ § 8
%oU]e<U[ 00 ¢ <}VvS§ %o O u} 1(] & o Ju%}e]S]}v Hn u] &} ]}S8 X

[ u]lv]eSCE S]}v }E o U o[ u]v]eSE §]}ette] ABIE pbidrréii | Bdrmetive de
distinguer les effets médiés par la modification du microbiote des effets sur les voies de
o[]v(o uu S]}vxoxeLi2Wi « E ]S }u% E-oxo-Cb] et>auiDMSO 0,1% comme
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contrble négatif. Par ailleurs, il existeesl antagonistes naturels ou de synthése des récepteurs
LuxR178]X /0 %o pS [ P]E [pVv , > u} 1(] <u] o (14 H E %S PE * Ve
E VEE v3 Vv }Ju% 3]3]}v A o ,>X WIUE § 3 EoxoCl2% nd@d |3 o[
pourrions ce6 Uu]v]*SE E o[ ,> 8SE& S}we E}]ee vS ¢ [uV ,> u} 1(] A

* E&]S & ¢ o]v]cu +U Z]eS}o}PJep o Jve] cp 0 }ud%e}e]S]iv pou] E} ]}
selles seraient étudiés. En outre, la perméabilité intestinale pourrait étre mesorée/o  étht

*0 8§ %@® ¢ ]Jv uS]}v [uv }o]S U Vv % E& v }u viv [ ,>U % E o
FITC 4kDa dans le séf@a86]X W E Joo pE-U S8 ,> %o }uEE ]S P o u vs 18d
modeéles murins de MICI et notamment sur le modéle double KO IL10/Nox1 conduisant au

A 0}% % u v3 [uv like]& quf présente des anomalies importantes du stress du
réticulum endoplasmiqui®4]. Une des limites des expériendasvivoavec la 2oxo-C12:2 est que
nous ne prvive % o Vv }Ju%3 of 3]}v ¢ WKE }uu v}pe ofinAjroe ( ]3 Vv o
Apréso ¢ %o}ee] ]0]S - *CVvSZ o [ ,>* u} ]J(] « }uu u}C v lu% E v E

« ,>eU V}SE }oo }E 3]}v. A o] <u]% %o}ZJu]eds VvIips]p(CEE o -
u} 1(] * tuu 8SZ & % PS]<u X > -0XDCEZ2 résisfante aux PON, en changeant

o[} £CP vV u Vv}C u o 3}vU o]up o]JA P e+ 0 3}v e sU %}UE pv
£ u%o U vipe ((E€ v Zs®ON [[[nsZE «Eu} J(] S]}ve Z]udx@Ci2z2 o 1

% }UE A S}E]e E of[,#¥EF]VE Z]ul<p u v§ }u 0 SE vedo}ES E v
%o E} ]}S]1<p %o}pE <pu[ 00 <}]S 0]AE ve 0 }o}v S viwus} ](] %0

permettrait [} %oS]Ju]e (E <}v u} [  uBwés&tdEn Pldsvdes modifications enzymatiques
par les PON, le milieu et notamment le pH basique entraine une dégradation des AHLs. Evidemment
ces AHLs modifiées seront préalablement testées pour savellesi conservent leur activité anti

inflammatoire.
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CONCLUSION

Cette étude translationnellexploratoire, enutilisant la spectrométrie de masse de facon ciblée,
JUAE o A}] o[ $u H YN Ju%o]<p v3 0 ¢ ,>¢ vele[cadotddes u ]Jvs !
innovant a donc été de rechercher priori ces petites molécules dans umilieu particulierement
complexe. Cette approche nous a conduit@ntifier une nouvelleAHL 3oxo-C12:2 qui semble étre
produite par le microbiote normobiotique et qui egérdue au cours des MINotre préoccupation

§ [ £A%0}E E 0 ¢ }ve <hpV * %}S v8] oo - §§ % ES X ( v ]
en évidence que ce métabolite bactérien a un effegpretecteur» sur les cellules épithéliales
intestinalesin vitro. En outre, cette AHL est capable de modifier le microbiote intestinal de souris
vivo. Ces résultats originaux suggéerent que dax8-C12:2 pourrait a la fois jouer un rble dans le
ujJvs] v o[ <p]Jo] E p u] €&} 1}S ]vS déononuiicationdrjter especes et

dans la relation hotédactéries.

d}pus Vv u[ %% uC vS *uE o0 ¢ }u% S v 8§ Zv]<p e p o }E S}HE vV e
ve o[ S LU u] &} ]}8 JvsS ¢S]Jv o ]Jve] <pg suE 0 ¢ }u%dmiStes, o V}e
i[ ] 8§ % CE-}vinvestiades s débuts dee travail exploratoirelans le cadre de ma thése.
Wle E 0 ¢ % E u] & » %] EE - o EP i 8 [ 3p A o < po }
sur le plan biologique et physiopathologique u v S§}us u}lv v EP] X Dfgrla o u[ }(
possibilité de développerdes connaissances approfondies sur le sujet et des compétences
§ Zv]<p * A E] + 00 VS 0 *% SE}u SE] U ee 0 upo3uE 00}
du microbote. Malgré les difficultés rencontrées et le risque pris, notre stratégie nous a permis
pbtenir des résultats cohérents. Le caractére nouveaweke résultats ne nous permetas de les
confronter a la littérature sur le $et. En revanche, étant partides patients atteints de MICI, notre
objectif est de revenir vers les patients avec une nouvelle piste physiopathologique et thérapeutique.
[ S %o}pE<pu}] o EP ¢« ((}E&Se* }vSs § ( développeroe sajetldi iOUFE %o} u @
apparait comme gE}u S§ pEX Wope % E ] u vsU MAE Spu ] vs e v §Z o o}
dans la construction de différents analogues chimiqdesla 30xo-C12:2 et pour o[ usS & Ve

@fude du rble decette AHLsurla perméabilité intestinale.

Plusieurs questionsestent évidemmentnon résolues aprés cette premiere étude qui fait office de
preuve de conceptMais située da croisée des chemins entre la médecine, la chimie, la biologie
cellulaire et la microbiologie, elle ouvde nombreuses perspectives différesten fonction du point

Au  «<u o[} v. Edfih] éiis la recherche de traitements écologiques au cours des MICI, cette
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microbiote intestinal.
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1. /H PLFURELRWH GDQV OTpFRV\VWgPH %LRGLYHUVLWQpP

/IH PLFURELRWH LQWHVWLQDO FRQVW inWwaXtHsuX 1@ sarféRdé\V W q P t
Of+RPPH HVW DXMRXUGTKXL UHFRQQX /H WXEH GLJHVWLI
des bactéries mais aussi des virus, des champignons et desrgamsmes trés particuliers

appelés les archaea qui se différencient des egtét du régne animal. Parmi tous ces

micro RUJDQLVPHY OHV EDFWpULHV IRUPHQW OH JURXSH OH
dans le présent ouvrage que les données se référant au microbiote intestinal concernent les
bactéries qui colonisent notigbe digestif. Ce compartiment devient un élément important de

OD SK\WWLRORJLH KXPDLQH j PHVXUH TXH OYRQ UHFRQQDI
portées par ce microbiote. Méme si son étude et son impact restent encore du domaine de la
recherche, unbonne connaissance de cette entité apparait nécessaire pour appréhender les

avancées en cours visant a manipuler ce microbiote dans un but thérapeutique.
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1.1Biodiversité et mise en place

Le microbiote intestinal humain contient environ'4 ®actéries ngarties en 4 phyla
bactériensFirmicutes BacteroidetesActinobacteria et ProteobacteriaHW UHSUpVHQWH O
PFRV\WVWqPHV OHV SOXV FRPSOH[HV SUpVHQWYV j OD VXUIDF
individu adulte est représenté par plusiecerBl QW DLQHY GYHVSqgFHV EDFWpULHC
stable au cours du tem . Plus de 80% des espéces bactériennes appartenant a cet
écosysteme ne sont paultivables. La plus grande partie des informations concernant cet
écosysteme a donc été générée grace a des méthodes moléculaires basées sur le séquencage
GX JgJQH EDFWpULHQ FRGDQW Of%$51 ULERVRPDO 6 /D PDI
des échntillons de selles. La combinaison de méthodes cuitépendantes et culture
indépendantes a permis de déterminer que les gBactsroidesEubacterium Clostridium
RuminococcusBifidobacterium et Fusobacteriumdominaient le microbiote fécal. A la
naissance, le tube digestif du nouvesu est dépourvu de bactérie. La colonisation
PLFURELHQQH GpEXWH GqV OHV SUHPLHUV LQVWDQWYV C
LPPXQLWDLUHYV VRSKLVWLTXpV GH OB EsKd\EidirodémeaMXEH G
particulierement permissif et les niveaux de population y atteignent rapidentébagtries

par gramme de contenu. La colonisation suit néanmoins un schéma relativement organiseé,
VRXV OD GpSHQGDQFH GH IDFWHXUV H[RJegt®hddgere§ Ry LILQH
que les secrétions du tube digestif mais aussi les produits des premierongeécriemes
colonisateurs qui globalement conditionnent la phystiaie du biotop. Les bactéries
DQDpURELHV TXL GRPLQHQW OH PLFURELRWH LQWHVWLQD(
RUJDQLVPHV UHQFRQWUpV ORUV GYXQH QDLVVDQFH SDU
GIHVSqgFHV EDFWpPULHQQHV FRQGXLW YHUV OfkJH GH GH.
fonctionnel. Ces bactéries se répartissent tout le long du tube digestif selon des concentrations
FURLVVDQWHY GHSXLV GHV SDUWLHV Kdégxé§ HadténeX WahX 1D X F
OfYHVWRPDF HW OHV SDUWLHYV VXSpULHXUHV GH OYfLQWHV'
atteignant I EDFWpULHYV SDU JUDPPH GH FRQWHQX GDQV OfLOpF
IDFXOWDWLYHV GRPLQHIg\gue BLhecteritd anaiéidbicd/dirigted dorfiénD

les bactéries anaérobies facultatives dans le célon distal et les selles par un facteur de 1000
environ. La densité bactérienne atteint son maximum dans le colon distal &vbactéries

par gramme decmtenu I TXWLOLVDWLRQ GYRXWLOV pR&@aBeXODLUH
SDUWLH GHX[ WLHUV HQYLURQ GHV HVSqFHV GRPLQDQWH

individu lui est proprﬂ.
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1.2 Stabilité Résilience

6L OTRQ UHFRQQDVW DLQVL GHV FDU D Fdmpbsitivh/él divealy W U qV
GHV SK\OD HW JUDQGVY JURXSHV SK\ORJpQpWLTXHV DX Q
individu lui est propre. Une fois le microbiote adulte mis en place, et si les conditions
environnementales ne changent pas, la composition emdgrgroupes bactériens et en

espeéces dominantes est stable dans le temps. Ainsi si on réalise une éléctrophorese
SDUWLFXOLqUH GX JpQRPH EDFWpPULHQ j SDUWLU GT1XQH VI
LQGLYLGX XQ uFRGH EDUUH‘HnS(I@ilthp(ﬁ. RétX hotivP teCGiabilvew D E O H
GDQV OH WHPSV GX PLFURELRWH HVW QRXYHOOH HW IRQG
HQWLWp VWUXFWXUpH HW IRQFWLRQQHOOH TXL HQ IRQW X
En revanche, les populations sous dominantes, minoritagesept varie. Des facteurs
environnementaux peuvent QGXLUH GHV FKDQJHPHQWY PDMHXUV &
GIDQWLELRWLTXHYVY GH FKDQJHPHQW GDQV OH UpJLPH D
infection intestinale@ $SUgV XQH SHUWXUEDWLRQ GH FHW pFRV\V
antérieur ou vers un nouvel équilibre est une caractéristique importante atreon@ai
SKpPpQRPgQH HVW DSSHOp UpVLOLHQFH GX PLFURELRWH LQ
phénomenes dynamiques écologiques peu connus qui restore le microbiote aprés perturbation.
&HFL HVW ELHQ pYLGHPPHQW j SUHQG délpdtdirFrRdueeH ORUYV
PLFURELRWH GDQV XQ EXW WKpUDSHXWLTXH /D YLWHVVH (
état stable est un élément mal connu et évalué a quelques semaines ou mois aprés une prise
GIDQW L@_ RaWwdsiliehee du microbiote intestinal reste un sujet de recherche majeur

gXL HVW j OTpWXGH QRWDPPHQW ORUV GHV DSSURFKHV GF

commencent a étre pratiquées.

2. Structure et description classique et moléculaire

Le microbiote intestinal est donc composé dé&* ificro-organismes répagien 160
eVSqFHVY EDFWpULHQQHYV FKH] XQ LQGLYLGX SDUPL OH PLOC
KXPDLQHV pWXGLpHV &RPPH LO OYD pW} badkées/ sRQQp SU
majoritairement réparties en 4 phyla bactériénsnicutes, Bacteroidetes, fwgobacteria,et
Proteobacteria Les Firmicuteset lesBacteroidetesonstituent les deux phyla dominants du
microbiote avec une représentativité respective d&@580 et 3840%. Comme dans tout

écosysteme bactérien, plus de 90% des espéces du microldieddnah ne sont pas
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cultivables. 9LYDQW GDQV OD SOXSDUW GHV FDV HQ DEVHQFH
dont les propriétés physigthimiques sont souvent difficiles a caractériser et a reproduire, ces
bactéries intestinales ne peuvent pas étre cultivées en laboratoire. Des apputiches
LQGpSHQGDQWHY EDVpHV VXU OH VpTXHQoDJH GX JgQH FR
RQW pWp GpYHORSSpHV DILQ GIDSSUpKHQGHU OD JUDQGH
W\A\SHV GIpFKDQWLOORQV SHXYHQW rWhattérizqnBs@ovmpogad ILQ G
OfpFRV\VW qP Hn lefietNdd \poplladidn© bactériennes liées a la muqueuse et celles
contenues dans la lumiere intestinale doivent étre distinguées. Elles présentent des fonctions

et une composition bien différentes. Le Brafcomposant le microbiote muqueux a la surface

GH OfpSLWKHOLXP LQWHVWLQDO SRVVqGH GHV IRQFWLRQV
GHV DOLPHQWY HW GfpFKDQJH GH QXWULPHQWY DLQVL TX'
systeme immunitaired OfK{WH /H PLFURELRWH LVVX GITpFKDQWLOC(
pWXGLp HQ UDLVRQ GH OD IDFLOLWp GH FROOHFWH GHV
différences dans la composition et le réle du microbiote fécal vs le microbiote muqueux est

recomue, elle demeure a ce jour mal évaluée.

Une étude publiée en 2005 dans la revue Science par une équipe américaine de
OY8QLYHUVLWpPp GH 6WDQIRUG GpFULW OH PLFUREEFWH LQW
&HV DXWHXUV RQW REWHQX VPpTXHQFHY FRGDQW Of$E
codant le gene du 16S présent cl@HV $UFKpHV /IDQDO\WH SK\ORJpQpWL
FHV VpTXHQFHY D SHUPLV OYLGHQWLILFDWLRQ GH SK\O
GIDUFKDHD F R UNEtha8IReilkabt€) Vemighii Sur les 395 phylotypes, 301
correspondent a des Firmites et 95% de ces séquences appartiennent a des bactéries du
groupe Clostridia. Certaines de ces séquences (42), correspondent a des bactéries produisant
du butyrate et appartenant aux clusters IV, XIVa et XVI de ce groupe Clostridia. Parmi les 65
séquenes correspondant & des Bacteroidetes, de plus grandes variations ont été observées
entre les individus. Dans ce phyluBacteroidetes thetaiotaomicranété retrouvé chez tous
les individus. Ensuite, quelques séquences seulement correspond&nbtaabaceria, aux

Actinobacteria auxFusobacteriaet auxVerrucomicrobiaont été identifiées.

(Q UDLVRQ GTXQH GLPLQXWLRQ GGVYEEWEWN GX$\p HX
OYDPPpOLRUDWLRQ GHVYQRRWRDW LTKMHQ D@\ \HY \E L D XaeR X U G 1K >
OD FRPSRVLWLRQ GHV FRPPXQDXWpV EDFWpULHQQH GX WU

enfant, adulte, personne agé, patients obeses, patients atteints de maladies inflammatoires
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FKURQLTXHYV GH OTLQWHVWLQ HWF« esbh@dien©préddnt@ahsO THQ
XQ pFRV\WVWgPH GRQQp HVW DSSHOpH DQDO\VH PpWDJpQRP
du métagénome intestinal humain ont été entrepris ces derniéres années (Nﬁafﬂﬂn)s

FH SURJUDPPH OHWD+,7 ©OFIKIROWLOKWREAH GH VHOOHV D S
catdogue de 3,9 millions de géneépartis dans 7381 groupes deatmndance de genes.

Environ 10% de ces groupes correspondent a des bactéries (plus des % de ces bactéries
QID\DQW MDPDLV piNgs bdsebpde HoQriepdhl VessAD% restants correspondent a
GHV JURXSHV GH YLUXV EDFWpULHQV EDFWpPULRSKDJHV (
FLUFXODLUHV RX HQFRUH GHV JgQHV TXL SURWQJHQW OHYV
nom de ségences CRISPIﬂ.

6HORQ XQ VpTXHQoDJH Gi #BpWBHBJIJBSHRRHHEYHPWOH G
appartenant a ces bactériegalisé a partir de sellepllectées aupres de 124 européens en
2009, il y aurait de 1000 a 1150 especes bactériennes diéférdans le microbiote intestinal.
Chaque individu hébergerait environ 160 de ces esp@eﬁomme attendu, parmi les
especes prédominantes du microbiote les auteurs ont trouvé des représentants des phyla

Firmicutes (Faecalibacterium prausnitzii, Clostridium leptum, Enterococcus faecalis,

Roseburia intestinalis HB&cteroidetes(Bacteroides hetaiotaomicron, Bacteroides
vulgatus« GHV JU B&r&iEdbacteriuniRuminococcus (Dorea longicatena,

Ruminococcus torque, Eubacterium halli 2QW pJDOHPHQW pWp LGHQWLIL
Bifidobacteria Proteobacteriaet des représentants du grouféeptococdilLactobacilli
(Streptococcus thermophilks $GHOj] GH OYLGHQWLILFDWLRQ GHV |
SUpVHQWHY GDQV OfYpFRV\VWgPH LQWHVWLQDO HQ FRC
métagénomiques, permettent également de caractériser les modsichiancomposition et

OHV PRGLILFDWLRQV IRQFWLRQQHOOHY GX PLFURELRWH LC
majeurs pour la physiologie et doivent étre portés a notre connaissance afin de pouvoir
moduler certaines fonctions physiologiques erdatant le microbiote et/ou appréhender les

conséqguences fonctionnelles de modifications du microbiote.

3. Fonctions métaboliques et immunitaires

/ID SUpVHQFH SHUPDQHQWH GY{XQH LPSRUWDQWH ELRPD
physiologiques dont les répercisRQV SRXU OYK{WH VRQW SRXU OD S
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PLFURELRWH LQWHVWLQDO FRQWULEXH GiXQ SRLQW GH Y)
des protéines et au métabolisme de nombreuses molécules tels que les acides biliaires et les
xénobiotiquse. Le microbiote participe également a la maturation du systeme immunitaire et
MRXH XQ YpULWDEOH U{OH GH EDUULqQUH SURWHFWULFH G

des micreorganismes pathogenes.

3.1Fonctions métaboliques

Les principales source& TpQHUJLH GX PLFURELRWH VRQW OHV JOXFL
GDQV OHV ILEUHV DOLPHQWDLUHYV TXL QH VRQW SDV GLJ
supérieur et qui parviennent alors dans le c6lon. La nature et la quantité des substrats
disponibes dépendent donc des individus et de leur régime alimentaire qui constitue un
IDFWHXU HQYLURQQHPHQWDO VXVFHSWLEOH GYLQIOXHQFH!
mentionné précédemment. La biotransformation de ces différents substrats paokeoteicr
FROLTXH GI{XQH SDUW SHUPHW DX[ EDFWpULHV GTREWHQL
GIDXWUH SDUW JpQgqUH OD SURGXFWLRQ GIXQH GLYHUVL
DEVRUEpV HW XWLOLVpV SDU OYfK{WH

3.1.1. Métabolisme des glucides

Selon ks individus et leur régime alimentaire, 10 a 60 g de glucides fermentescibles par jour
parviennent au colon. Différents groupes bactériens du microbiote colique avec des activités
complémentaires participent & la dégradation anaérobie des polyméresqgasien
métabolites fermentaires et forment ainsi une chaine trophique. La premiere étape de cette
chaine est la dégradation des différents polyméres en fragments plus petits (oligosides,
RVHV« IDLW LQWHUYHQLU XQH JUDQGB WHD ULOWR\WAXDE HR O
enzymes ne sont pas produites par les cellules eucaryotes humaines mais par les bactéries du
microbiote colique dites fbrolytiques». Ces bactéries appartiennent principalement aux
genresBacteroidesBifidobacterium Ruminococuset Roseburia Les bactéries glycolytiques
transforment les glucides ainsi produits en pyruvate en utilisant la glycolyse. Le pyruvate est
lui-méme transformeia différentes voies métaboliques en produits finaux de la fermentation,

les acides gras a ¢hvQH FRXUWH ,0 VIDJLW GH OYDFpWDWH SUR
prédominantes du colon Bécteroides, Clostridium GX SURSLRQDWH V\Q
principalement par les especes du gdaeteroideset également palPropionibacteriumet

Veillonellaet enfin du butyrate produit par les especes des gétfubacteriumCoprococcus
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RoseburiaFaecalibacteriunﬂ &HSHQGDQW XQ FHUWDLQ QRPEUH GTH
genres Bifidobacterium Lactobacillus« SURGXLVHQW GHV PpWDEROLWtE
(succinate, lactate, éthanol, formate) qui sont ensuite transforméGad XWUHV HVSqF

bactériennes en produits finaux.

3.1.2. Métabolisme des gaz

/I MK\GURJqgQH HVW OH JD] PDMRULWDLUHPHQW SURGXLW O
JUDQGH TXDQWLWpPp GH IDoRQ TXRWLGLHQQH GDQV OH F{OR
du processus fermentaire, est possible de plusieurs maniéres. Il peut étre excrété par
OfpPLVVLRQ GH JD] UHFWDX[ RX SDU YRLH SXOPRQDLUH P
est transforméén situ par des bactéries du microbiote colique dites hydogéphe.

Les trois types de transformation principaux sont : en méthane par les archaea méthanogénes
(présents dans le microbiotelique de 30 a 50% des adultes), en acétate par les bactéries
acétogenes, et enfin en sulfures au potentiel délétere pour le cdlonocyte par les bactéries

sulfatoréductrices (dont le genre prédominant@ssulfovibrig.

3.1.3. Métabolisme des protéines

La biodégradation des protéines par le microbiote colique est quantitativement moins
importante que celle des glucides mais elle est fondamentale car les protéines représentent la
principale source azotée pour les bactéries coliques. Par ailleurs, le matabdes

protéines fait intervenir plusieurs espéces ayant des activités complémentaires. Les bactéries
dites «protéolytiques», appartenant aux genres Bacteroi@sstridium, Propionibacterium,
Fusobacterium, Streptoccocces Lactobacillus,sont capales par leur activité protéasique
GYK\GURO\VHU OHV SURWpPLQHVY HQ SHWLWY SHSWLGHV (0O
leurs sont nécessaires. Certaines espéeces bactériennes peuvent assimiler directement ces
SHSWLGHYVY &HOD VI{DPFHRWS®GH QD IOLAEXHPWLRQ GIDFLGHYV
XWLOLVpYVY SDU GYDXWUHV EDFWpULHV LQFDSDEOHYV GTDVVL
genressOHLOORQHOOD )XVLE DM febrentant paOIes\givcidesGlesKdeides
aminées sov. XWLOLVpV FRPPH VRXUFH SULQFLSDOH GYfpQHUJLE
SDU OHV EDFWpULHY GX PLFURELRWH FROLTXH XWLOLVH S
dont la principale est la voie réductrice de désamination. Elle aboutit aReEDW LR Q G{DFLG|
JUDV j FKDLQHVY FRXUWHV DFpWDWH SURSLRQDWH EXW

nombreux autres composés comme des phénols, des aetdebakyliques et des acides gras
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UDPLILpY LVREXW\UDWH LVRYDOH 4 BbuMidtabolidrnie Qed/a@ded OHP H
aminés. Les composés phénoliques et indoliques, issus de la dégradation des acides aminés
DURPDWLTXHVY HW TXL VRQW SRWHQWLHOOHPHQW WRI[LTXH
la muqueuse colique, puis excrétés dansXésLQHYV /fDPPRQLDF HVW pJDOHPH
colon, il rejoint le foie par la circulation portale ou il est converti en urée qui sera éliminée par
YRLH XULQDLUH /TYDPPRQLDF HVW DXVVL XQH VRXUFH PDNM
bactéries du micre LRWH FROLTXH TXL OfXWLOLVH SRXU OD V\QW

activité aminetransférase.

3.1.4. Métabolisme des lipides

Les lipides de la lumiére colique proviennent de trois origines : les lipides non absorbés dans
OTLQWHVWLQ JUr@dHa destifgmaionRigdHolanQcwes et les lipides bactériens.

&HV DFLGHV JUDV VRQW WUDQVIRUPpVY K\GURO\VH R[\GDW
bactéries du microbiote colique. Le cholestérol colique, qui provient pour la majorité de la

bile (70% HW SRXU OH UHVWH GH OYDOLPHQWDWLRQ HV
PSLWKpOLDOHYVY LQWHVWLQDOHV HVW FRQYHUWL SDU
absorbé et donc est éliminé dans les :. &HWWH HIILFDFLWp HVW WUqV )
OIDXWUH HW OH WDX[ IpFDO GH FRSURVWDQRO SRXUUDL\
cardiovasculaire et la cancérogénese colique. Les acides biliaires, produit de transformation

du cholestérol par le foie, sont également conjugués a la glycine ou a la taurine, ce qui a pour
conséquence une amphiphilie accrue. Quatrgt quinze pour ent des acides biliaires

suivent le cycle entérbépatigue VpFUpWLRQ ELOLDLUH UpDEVRUSWLEF
WHUPLQDO UHWRXU DX IRLH YLD OH V\VWgPH SRUWH DYDC
5% des acides biliaires secrétés dansle@agarviennent donc au célon ou ils sont métabolisés
(déconjugaison, oxydation, épimérisation, 7 alfp VK\GUR[\ODWLRQ GpVXOIDW
bactéries du microbiote en acides biliaires dits second@sLa déconjugaison (especes

des genresBacteroides, Bifidobacterium, Clostridiuny..rend les acides biliaires plus
hydrophobes et favorise leur absorption passive. Les acides cholique et chénodésoxycholique,
DFLGHVY ELOLDLUHV SULPDLUHV SULQFLSDX[ FKH] OYKRP
déshydroxylation par les espéces du gefdestridium en acides desoxycholique et
lithocholique (acides biliaires secondaires) qui pourraient avoir un effet carcinogene sur la

mugueuse colique. Les hormones stéroides et des xénobiotiques suivent également un cycle
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entérehépatique et les mémes voies métaboliques avec conjugaison hépatique
déconjugaison par le microbiote colique.

3.2Effet barriere et fonctions immunitaires

/[fHITHW EDUULqQUH HVW XQ HIIHW SURM:Is B&¥ HaXtdrie X PLFL
pathogenes exogenes. En effet il existe une compétition pour les nutrimdass sies
GIDGKpUHQFH pSLWKpOLDX[ HQWUH SDWKRJgQHV HW OH)\
microbiote est capable de produire des bactériocines et de stimuler la production de peptides
antimicrobiens par les cellules épithéliales. Il induit égalemanproduction des IgA
sécrétoires et favorise le bon fonctionnement des jonctions serrées entre les cellules
épithéliale FH TXL GLPLQXH OTYL Q ¥ pathodiesSOutle 6 profriBtésW p U L |
de barriére, le microbiote intestinal joue un réle fondamental dans le développement et la
maturation du systeme immunitaire. La découverte de cette fonction essentielle du microbiote
YLHQW GH OTREVHUYé@ilstuls axéh\quesL(dlepds idrOnkilidu stériles et donc
dépourvues de microbiote intestinale) et souris élevées en animalerie classique dans le cadre
GIpWXGHV F SLIBsUleuNsLarkéh\'mes présentaient de nombreuses anomalies au
niveau du systeme immunitaire iniesi : hypoplasie des plaques de Peyer, diminution des
lymphocytes intra épithéliaux, déficit en certaines populations lymphocytaires T, diminution
GH VpFUPWLRQ LQWHVWLQDOH GYLPPXQRJOREXOLQHV $ FR
production de c(WRNLQHY OLPLWpHV ODLV FHV DQRPDOLHV QH \
LOQWHVWLQDO SXLVTXH OYREVHUYDWLRQ GH OD UDWH HW (
VWUXFWXUH DYHF GHV J]RQHV O\PSKRF\WDLUHWobhwaiesRSKLpH
GLVSDUDLVVDLHQW TXHOTXHV VHPDLQHYV DSUQqV OYLQRFXOI
a ces souris axéniques. A coté de ces observations sur les fonctions globales du microbiote, il
semble que certaines espéces bactériennes aient ded pdppV VSpFLILTXHV /KR

LQWHVWLQDOH HVW QRWDPPHQW VRXV OD GpSHQGDQFH
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effecteurs (Th17 principalement) et les lymphocytes T régulateurs (Treg). Il a récemment été
montré que certaines bactéries stimulent palférement les populations Th17 intestinales
DORUV TXH G‘HDXWU}-EI\B\DUP(ZNDLHQD\AM-IOHNGUDHDJH GHV DFL
FRXUWHYV TX‘HHOV((SORGXSDHWWFLSHQW DLQVL DX PDLC(

intestinale.

Conclusions

Le microbiote intestinal humain contient, entre autregerdcganismes, environ 19
EDFWpULHVY HW UHSUpVHQWH OfXQ GHV pFRV\VWgPHV OHYV
terre. Cette entité forme une biomasse extrémement biodiverse, unique pour chaque individu,
relativement stable dans le temps, capableédilience et dont la structure est en bien définie
j OfpFKHOOH GHV SK\OD GHV JUDQGYV JURXSHV 30XV GH
VRQW SDV FXOWLYDEOHV HQ ODERUDWRLUH HW LO D |
indépendantes de la culeupour mieux caractériser la diversité du microbiote intestinal. Au
GHOj GH OfLGHQWLILFDWLRQ GHV HVSgFHV GHV DQDO\VH\
GYfpYDOXHU OHV PRGLILFDWLRQV IRQFWLRQQHOOHYV GX PLF
PLFURELRWH VRQW PDMHXUHV SRXU OD SK\WWLRORJLH FRC
métabolique, a la fermentation des sucres et des protéines et au métabolisme de nombreuses
molécules (acides biliaires et les xénobiotiques) mais aussi participannatuaation du
V\VWqPH LPPXQLWDLUH HW MRXDQW XQ YpULWDEOH U{OF
LQWHVWLQDO FRQW U H -dddfahirds pathbdeiies SOz &fobekiovis Bdiviett Rire
OfREMHW GH QRWUH DWWHQWLRQ \er @fidhes fonttions j WH L
physiologiques en modulant le microbiote et/ou appréhender les conséquences fonctionnelles

de modifications du microbiote.
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Résumé

Les Nacyl homosérine lactones sont des molécules du quorum sensing impliquées dans la
tuupv] S]}v ]Jv§ & S CE]J vv u ] 00 e ¢}vS P o u vs % 0 ¢ []vS

eucaryotes. Rechercher ces molécules dans le contexte des maladiesniafi@ines chroniques

intestinlaes (MICIgt plus particulierement dans le cadre o[ S o }Vve <pu VvV e o C-* ]}
*UE o0 ¢+ A}] - o[]v (o uu 5] beddisants BN wtilisant la spectrométrie de mase, nous

avons mis en évidence pour la® u] & (}]- e ,>¢ ve 0] }*Ce3 u ]JvS «S]v 0o Zpu

particulierement une nouvelle AHL;0%0-C12:2, qui est prédominante. Cette AHL est corrélée a la

normobiose, est perdue au cours des MICI et exerce un effet protecteur sur les cellittediaps

intestinales En effet, la ®x0-C12:2 exerce un effet aninflammatoirein vitrosur les cellules Caco

2 sans augmenter la perméabilité paracellulaDe. plus, les premiers résultats vivomontrent que

la3oxo- i1 8 P o u vs§ ifluencer [a composition du microbiote intestinal des souris.

Ces résultats ouvrent de nombreuses perspectives notamment dans la recherche de traitements

écologiques au cours des MICI.

Mots clefs: maladies inflammatoires chroniques intestinales, micrtbiatestinale, quorum sensing,

N-acyl homosérine lactonesellules épithéliales, inflammation intestinale

Involvement of Nacyl homoserine lactones, quorum sensing molecul@s inflammatory bowel

diseases

Abstract

Quorum sensing molecules-&tythomoseine lactones (AHLS) involved in bacterial communication
network are also able to interact with eukaryotic cells. Searching for these molecules in the context
of inflammatory bowel diseases (IB&)d more precisely when studying consequences of dysbiosis
on gut inflammation pathways appealingUsing mass spectrometrye identified for the first time
AHLsn humanintestinal ecosystemand among them a new AHL-p80-C12:2 whichs prominent.

This AHL correlates with normobiosis, is iBDand exertsprotective effect on gut epithelial celllin

fact, 3-oxo-C12:2 exertsanti-inflammatory effectin vitro on Cace2 cells without increased
paracellular permeabilityf-urthermore, first results fronmn vivoexperiments show that-8xo-C12:2

is also able tanfluence mice gut microbiota compositiomhese results open multiple perspectives

especially on new ecological treatments in IBD.

Keywords inflammatory bowel diseases, gut microtap quorum sensing, Mcyl Homoserine

lactones, epithelial cells, gutflammation
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