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Résumé

Les antibiotiques et antifongiques constituent une des plus grandes découvertes de la médecine
et ont participé a sauver des millions de vies. Cependant, leur efficacité est menacée du fait de
’adaptation des microorganismes qui deviennent résistants a leurs actions. Ce phénomeéne est en
particulier lié a la consommation anormalement élevée de molécules antimicrobiennes, notamment en
France. En dépit du fait que ces résistances soient acquises majoritairement par des bactéries, les
levures pathogénes comme le genre Candida n’échappent pas a la regle. Dés lors, la communauté
scientifique et les services de santé doivent mettre en place au plus vite des alternatives aux
médicaments traditionnels. Parmi ces alternatives, I'utilisation de microorganismes probiotiques dont le
potentiel antifongique a déja été démontré a I'aide de modéles précliniques (cultures cellulaires, animaux
de laboratoire) et d’études cliniques est prometteuse. Ceci est notamment le cas du Live Biotherapeutic
Microorganism Lactobacillus rhamnosus Lcr35® dont I'activité anti-C. albicans a été prouvée lors de
travaux précédents sans toutefois parvenir a décrire les mécanismes d’actions. Les comprendre est

devenu un besoin stratégique pour le développement de nouveaux traitements pour I’homme.

Une approche expérimentale innovante, utilisant le modéle nématode Caenorhabditis elegans, a
été mise en ceuvre. Celle-ci visait a simuler une infection fongique et a évaluer 'effet de Lcr35® par des
approches préventive et curative. Les impacts ont été suivis au moyen de tests de longévité et de survie
de ’héte ainsi que par I’étude de son transcriptome (de maniére ciblée et globale), le tout en lien avec le
niveau d’activité d’un facteur de transcription central, DAF-16. Nous avons ainsi démontré que Lcr35®
induisait une survie significativement augmentée de I'héte y compris apres infection par Candida.
L’analyse du transcriptome de C. elegans et I'utilisation de souches mutantes ont montré I'implication
des voies de signalisations p38 MAPK et DAF-2/DAF-16 impliquées dans la longévité et la lutte anti-
pathogéne. De plus, des tests in vitro sur cellules intestinales Caco-2 ont montré une inhibition
significative de la croissance et de I'adhésion du pathogéne par Lcr35€. Ces résultats suggerent que la
bactérie Lcr35® a une action directe sur le pathogéne en entrainant sa mort, mais également en modulant
la réponse transcriptionnelle de I'héte via des voies de signalisation hautement conservées. Une étude
plus approfondie ciblant notamment le métabolome de I'h6te permettrait une compréhension plus fine
des mécanismes afin d’adapter le criblage et la conception industrielle de LBM selon la cible

thérapeutique.

Mots clés : C. elegans, Lcr35®, C. albicans, infection, mécanismes moléculaires
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Abstract

Antibiotics and antifungals are one of the greatest discoveries of medicine and have
helped save millions of lives. However, their effectiveness is threatened by the adaptation of
microorganisms that become resistant. This phenomenon is particularly related to the
abnormally high consumption of antimicrobial molecules, especially in France. Even though
these resistances are mainly acquired by bacteria, pathogenic yeasts such as the genus
Candida do not escape the rule. Therefore, the scientific community and health services must
implement as soon as possible alternatives to traditional drugs. Among these alternatives, the
use of probiotic microorganisms whose antifungal potential has already been demonstrated
using preclinical models (cell cultures, laboratory animals) and clinical studies is particularly
promising. This is the case of the Live Biotherapeutic Microorganism Lactobacillus
rhamnosus Lcr35° strain whose anti-C. albicans has been demonstrated in previous work but
failed to describe the mechanisms of action. Understanding them has become a strategic need

for the development of new treatments for humans.

An innovative experimental approach, using the nematode model Caenorhabditis
elegans, has been implemented. The aim was to simulate a fungal infection and treat it with
Lcr35® using preventive and curative approaches. These were followed by means of tests of
longevity and survival of the host, by the study of its transcriptome (in a targeted and global
way), all in connection with the follow-up of the activity of a factor transcription, DAF-16. We
thus demonstrated that Lcr35® induced a significantly increased survival of the host, including
after infection by Candida. The analysis of the transcriptome of C. elegans and the use of
mutant strains showed the involvement of the p38 MAPK and DAF-2 / DAF-16 signaling
pathways, pathways involved in longevity and pathogen control. Also, in vitro Caco-2 intestinal
cell assays showed significant inhibition of pathogen growth and adhesion by Lcr35€. These
results suggest that the bacterium Lcr35® has a direct action on the pathogen causing its death
but also by modulating the transcriptional response of the host via highly conserved signaling
pathways. Further study, targeting the host metabolome, would allow a better understanding

of the mechanisms and adapt the industrial design of LBM according to the therapeutic target.

Keywords: C. elegans, Lcr35®, C. albicans, infection, molecular mechanisms
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ADN
ADNc
ALS
AMM
AMP
APF
API
ARN
ARNr
ARNm
ATCC
ATP
BDNF
BHI
BV
CD4
CGC
CRF
CSF
CST
Cvv
CVVR
DAF
DAPI
DMEM
dNTP
DT2
EHEC
EPS
ETEC
FAO

FUdR
JNK
FOXO
GFP
GPI

Notations et abréviations

Acide Désoxyribonucléique

ADN complémentaire
Agglutinine-like sequence
Autorisation de Mise sur le Marché
Antimicrobial Peptide

Facteur Promoteur de I’Agrégation
Active Pharmaceutical Ingredient
Acide Ribonucléique

ARN ribosomique

ARN messager

American Type Culture Collection
Adénosine Tri Phosphate
Brain-Derived Neurotrophic Factor
Brain Heart Infusion

Bacterial Vaginosis

Lymphocyte T CD4+

Caenorhabditis Genetic Center
Facteur de liberation de corticotropine
Competence Sporulation Stimulating Factor
Community State Type

Candidose Vulvovaginale

CVV récidivante

abnormal DAuer Formation
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MAPK
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mL
MRS
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NGMY
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PBS
PCD
PCR
gPCR
RNAI
ROS
rpm
RT
SIDA
spp.
STS
TNF
UFC
VIH
YPG

Generally Recognized As Safe
Peroxyde d’hydrogene

Human Microbiome Project
Heat-Shock Protein

Irritable Bowel Syndrome

Interleukine

Insulin-like signaling

Institut National de Recherche Agronomique
Lactic acid producing bacteria
Lysogeny Broth

Live Biotherapeutic Microorganism
Live Biotherapeutic Product
Lactobacillus rhamnosus 35

Mitogen Activated Protein Kinase
Maladies inflammatoires chroniques
de l'intestin

millilitre

De Man, Rogosa & Sharpe

ROS mitochondrial

Nematode Growth Medium

NGM supplemented with Yeast Extract
Organisation Mondiale de la Santé
Phosphate Buffered Saline

Mort cellulaire programmée
polymerase chain reaction
quantitative PCR

RNA interference

Reactive Oxigene Species
Rotation(s) par minute

Réverse Transcription

Syndrome de I'lmmunodéficience Acquise
species plurimae (plusieurs espéces)
Thiosulfate de sodium

Facteur de Nécrose Tumorale

Unité Formant Colonie

Virus de 'lmmunodéficience Humaine
Yeast extract Peptone Glucose
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INTRODUCTION GENERALE

Avec les progrés de la médecine moderne, les scientifiques ont été capables
d’améliorer significativement la santé de la population humaine contribuant & augmenter notre
espérance de vie. Cela est passé par une meilleure connaissance de I'anatomie, ainsi qu’une
meilleure compréhension de la physiologie et de la génétique de notre organisme, grace a des
techniques chirurgicales moins invasives, mais plus efficaces assistées par de I'imagerie
médicale de plus en plus sophistiquée, mais également par 'avénement de I'antibiothérapie.
Qu’elle soit antibactérienne ou antifongique, I'antibiothérapie a grandement participé a faire
reculer la prévalence des maladies infectieuses, notamment dans les pays développés.
Particulierement actives dans ce secteur, les microbiologies fondamentale et appliquée ont
réalisé de nombreuses études mettant en évidence les vulnérabilités des microorganismes
face a certaines molécules naturelles ou synthétiques. Ces découvertes ont permis la mise au
point d’un trés grand nombre d’antibiotiques avec des spectres plus ou moins larges et qui,

jusqu’a présent, ont fait leurs preuves d’efficacité.

Cependant, avec laugmentation inquiétante du nombre de résistances aux
antibiotiques, I'apparition dans les centres hospitaliers d’un microorganisme tueur, impossible
a éradiquer par des moyens conventionnels, n’est pas a exclure. Il devient alors urgent de
trouver des méthodes thérapeutiques alternatives qui soient aussi efficaces que
I'antibiothérapie tout en restant sans danger pour les patients. Une de ces méthodes consiste
a agir via le microbiote en le renforgcant ou en le régénérant au moyen de microorganismes
probiotiques. Avec prés de 10'* bactéries, le microbiote humain, rapidement acquis a la
naissance, va évoluer au cours de la vie et jouer un réle essentiel en tant que barriére contre
des espéces pathogéenes. En effet, il a été montré qu’un déséquilibre du microbiote ou
dysbiose pouvait étre la cause ou la conséquence d’un état pathologique. Certains auteurs ont
démontré que la restauration d’'un microbiote sain était corrélée positivement avec une
amélioration de I'état de santé. Les probiotiques peuvent avoir différentes actions au sein d’un
microbiote en favorisant la réimplantation de la flore endogéne normale et/ou en ayant une
activité antimicrobienne vis-a-vis d’'un pathogéne. Un probiotique dont lefficacité a été
démontrée lors d’essais cliniques contre un placebo et visant une certaine pathologie, est
considérée comme étant un Live Biotherapeutic Microorganism (LBM) (World Health
Organization 2009). Une préparation pharmaceutique contenant un LBM est qualifiée de Live
Biotherapeutic Product (LBP).

Les maladies infectieuses étant principalement d’origine bactérienne, les probiotiques
sont essentiellement utilisés pour le traitement de telles infections. Néanmoins, certains
pathogenes eucaryotes comme la levure Candida albicans, voient leur prévalence augmenter

de maniere significative (+1,5 % pour les candidoses invasives selon la Haute Autorité de
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Santé), et deviennent également une cible thérapeutique des probiotiques. De plus, le
caractére ubiquitaire de cette levure la rend responsable d’infections cutanées, gastro-
intestinales et systémiques chez ’Homme, mais aussi vulvo-vaginales chez la femme, ces
derniéres présentant un caractére récidivant. Une souche bactérienne qualifiée de LBM,
Lactobacillus rhamnosus Lcr359, fait partie depuis quelques années de I'arsenal thérapeutique

pour le traitement des candidoses.

Produite depuis 1954 par la société biose® Industrie, précédemment connue sous le
nom de Lyocentre, la souche L. rhamnosus Lcr35® est commercialisée pour le traitement de
dysbioses gastro-intestinales et vaginales. Elle posséde des propriétés probiotiques et
antipathogenes, notamment anti-C. albicans, bien décrite dans la littérature et la preuve
d’efficacité a été démontré au moyen d’essais cliniques. En revanche, les mécanismes
moléculaires sous-tendant ces propriétés sont encore inconnus et nécessitent la mise en
ceuvre d’expérimentations sur modele in vivo. Dans ce travail de thése, le nématode
Caenorhabditis elegans a été envisagé pour caractériser les mécanismes impliqués dans les

capacités probiotiques de Lcr35°.

Ce mémoire de thése est constitué de deux parties. La premiére partie est une
synthése de la littérature scientifique et se divise en quatre chapitres. Dans le premier chapitre,
le microbiote humain sera présenté avec un focus sur les flores gastro-intestinale et vaginale,
mais également un point sur la levure C. albicans, retrouvée fréquemment chez 'Homme. I
s’en suit une description des microorganismes a potentiel probiotiques, leurs utilisations
thérapeutiques, ainsi que les méthodes de sélection in vitro utilisées. Le troisieme chapitre
sera quant a lui consacré aux modeéles in vivo permettant I'’étude des propriétés de ces
souches avec une description détaillée du modéle C. elegans dans le dernier chapitre. La
seconde partie traitera de I'aspect expérimental de ce travail de recherche. L’ensemble des
méthodes employées seront présentées dans un premier temps suivi par, successivement,
les travaux concernant les propriétés préventives et curatives de Lcr35® en lien avec l'infection

fongique a C. albicans puis les études mécanistiques.
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CHAPITRE 1. LE MICROBIOTE HUMAIN, UN ECOSYSTEME EN EQUILIBRE

Chapitre 1.

Le microbiote humain, un écosystéme

en équilibre

1. Introduction

Les organismes du réegne animal, qu’ils soient simples comme l'abeille Apis mellifera
ou la mouche Drosophila melanogaster, ou bien considérés comme supérieurs et complexes
comme la souris Mus musculus et I'’étre humain Homo sapiens, sont tous colonisés par de
nombreuses communautés microbiennes. L’ensemble des microorganismes retrouvés au sein
d’un héte est ainsi dénommé microbiote tandis que les relations entre le microbiote indigéne
et I'environnement dans lequel il évolue sont qualifiées de microbiome. Dans le cas de
’Homme, son microbiote est estimé a plus de 10'2 microorganismes commensaux et
symbiotiques soit plus de dix fois le nhombre de cellules somatiques (Wang et al. 2017). Bien
que l'on parle du microbiote humain, il existe en réalité plusieurs microbiotes colonisant
'Homme avec les microbiotes gastro-intestinal, urogénital, pulmonaire, oropharyngé et
cutané. En fonction de I’environnement et de ses paramétres physico-chimiques (humidité,
pH, température, présence ou non d’oxygene, niveau de potentiel redox), la composition,
'abondance relative et les fonctions des microbiotes peuvent varier considérablement. Les
microbiotes gastro-intestinal et urogénital (hotamment vaginal) sont de loin les plus étudiés et
les mieux caractérisés. Ceux-ci sont présentés plus en détail dans ce chapitre. Cependant, il
ne faut pas négliger les autres flores microbiennes et notamment leurs réles dans la protection

de l'organisme.

De récentes recherches ont montré que la plupart des microorganismes vivants
retrouvés chez ’'Homme jouent un rdle clé dans les relations bénéfiques héte — microbiote
notamment par la production de métabolites, la bioconversion de nutriments, mais également
la protection contre les pathogenes (Young 2017). Cependant un déséquilibre du microbiote,
ou dysbiose, est également associé a diverses maladies comme : des infections, des troubles
de la fonction hépatique, le développement de cancers intestinaux, des troubles métaboliques,
respiratoires, mentaux et psychologiques ou I'apparition de maladies auto-immunes
(Sartor 2008 ; P. D. Scanlan et al. 2008 ; Verhulst et al. 2008 ; Wen et al. 2008 ; Sekirov et al.
2010 ; Al-Assal et al. 2018 ; Hartmann et al. 2019 ; Pulikkan et al. 2019).

311|299



PREMIERE PARTIE : éTUDE BIBLIOGRAPHIQUE

De ce fait, il apparait de plus en plus évident au sein de la communauté scientifique
que préserver ou rétablir I'’équilibre d’un microbiote permettrait de soigner son héte. Avec
'avénement des techniques d’analyse a haut débit pour la caractérisation des communautés
microbiennes, il nous est a présent possible de décrypter les compositions des flores et leurs
fonctions dans les circonstances physiologiques et pathologiques, notamment en adoptant
une approche intégrative alliant (méta)génomique, (méta)transcriptomique,
(méta)protéomique, métabolomique et immunomique (Gilbert et al. 2018). Cependant,
caractériser les relations de causes a effets reliant dysbiose, pathologie et activité probiotique

représente d’'importants challenges scientifiques.
1. Le microbiote gastro-intestinal

Le microbiote gastro-intestinal est la flore microbienne la plus étudiée et la mieux
caractérisée parmi les différents microbiotes humains. Le tractus gastro-intestinal de ’'Homme,
qui représente une trés grande surface d’échange (250 a 400 m?) avec I’environnement, est
propice a limplantation d’une population complexe et dynamique de microorganismes
interagissant avec leur héte (Thursby and Juge 2017). Généralement considéré comme stérile
durant le stade foetal, I'intestin est rapidement colonisé des la naissance pour ensuite voir sa

flore microbienne évoluer constamment au cours de la vie.
.I. Composition et structure

Un des principaux moteurs ayant permis une meilleure caractérisation du microbiote
intestinal a été le développement d’outils moléculaires indépendants des techniques de
culture. En effet, pendant longtemps, le microbiote intestinal et notamment sa composition a
été étudié par des méthodes culturales (Moore and Holdeman 1974) particulierement
chronophages et entrainant un certain nombre de biais. En effet, seules les bactéries
cultivables peuvent étre détectées et la sélectivité relative des milieux de culture traditionnels
ne permet pas de différencier de maniére précise des genres, espéces ou souches
bactériennes aux phénotypes proches. Aussi, une grande partie de la composition du
microbiote intestinal échappe aux techniques de culture microbienne actuelles, par le fait qu’il
est majoritairement composé de bactéries anaérobies strictes. Aujourd’hui, avec I'avénement
des techniques d’analyse a haut débit associé a la baisse des colts du séquencage des acides
nucléiques, il est possible de déterminer trés précisément la composition d’un microbiote
(exemple du microbiote colique, Figure 1). Ainsi les approches de génétique et génomique,

telles que le séquencgage du géne codant ’ARNr 16S (procaryote), 18S (eucaryote) ou de
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Figure 1 : Arbre phylogénétique de la flore bactérienne colonisant le c6lon

Cette représentation schématique montre I'abondance relative des phyla majoritaires
du microbiote intestinal humain avec entre parenthéses la proportion de ces phyla dans le
microbiote intestinal total. Les taxons les plus importants en santé humaine sont également

précisés (Cheng et al. 2013).
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’ensemble des genes d’un microbiote (microbiome), a révélé une diversité microbienne que
les méthodes traditionnelles de culture n’avaient pas appréhendée. Ces méthodes
d’'investigation se sont ensuite incrémentées avec l'avenement des approches de
transcriptomique, protéomique, métabolomique permettant d’explorer le microbiote de son
potentiel génique a son impact métabolique chez I'héte. Le premier décryptage de I'ensemble
des génomes bactériens trouvés dans notre organisme a été réalisé par le consortium MetaHit,
projet européen coordonné par 'INRA. Trois millions de genes, soit 100 fois plus que le

nombre de génes présents dans le génome humain, ont été identifiés (Junjie Qin et al. 2010).

D’un point de vue global, le microbiote intestinal (colon) est dominé par deux phyla
bactériens, les Firmicutes et les Bacteroidetes, qui constituent prés de 90 % de la population
totale, les Firmicutes étant plus abondants que les Bacteroidetes (Junjie Qin et al. 2010). Les
autres phyla bactériens présents dans lintestin humain sont les Actinobacteria, les
Proteobacteria, les Verrucomicrobia, les Fusobacteria, les Cyanobacteria, les Spyrochaetes.
Le phylum des Firmicutes est majoritairement composé de bactéries appartenant aux
Clostridia du groupe XlVa et du groupe IV tels que par exemple Ruminococcus et
Faecalibacterium prausnitzii. Le phylum des Bacteroidetes est, quant a lui, représenté par
plusieurs especes de Bacteroides, dont B. thetaiotaomicron, B. fragilis, B. ovatus, et B. caccae.
Le phylum des Actinobacteria comprend les Bifidobacterium. Chez l'adulte, le microbiote
intestinal est dominé par des espéces bactériennes anaérobies strictes. Cependant, des
bactéries anaérobies facultatives comme des Enterobacteriaceae sont trouvées, mais en
nombre relativement faible. L’écosystéme intestinal d’un adulte sain est généralement
composé de 1000 espéces dont on estime que 60-70% restent incultivables a ce jour. Bien
que présentes en plus grand nombre, les bactéries ne sont pas les seuls microorganismes
colonisant l'intestin. Les mycétes unicellulaires et flamenteux sont également retrouvés dans
cet écosysteme et ont un impact sur la santé de I’h6te. Ce mycobiote est ainsi prédominé par
certains genres dont Candida, Saccharomyces, Fusarium, Debaryomyces, Penicillium,
Galactomyces, Pichia, Cladosporium, Malassezia, Cyberlindnera et Aspergillus (Hoffmann et
al. 2013 ; Strati et al. 2016 ; Nash et al. 2017).

Au sein d’'un méme individu, le microbiote intestinal présente une trés grande variabilité
quantitative et qualitative en fonction de sa localisation dans le tube digestif. En effet, celui-ci
présente d’importantes différences physico-chimiques (pH, niveau de potentiel redox et
d’aérobiose) favorisant la sélection de certains taxons (Figure 2). En raison de son pH trés
acide et de la présence d’enzymes gastriques, I'estomac a longtemps été considéré comme
stérile. Celui-ci abrite en réalité une communauté diversifiée d’environ 102 a 104 UFC.mL". En

condition non pathologique, cette communauté est dominée par les Actinobacteria,
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Figure 2 : Principaux taxons bactériens colonisant le tractus gastro-intestinal chez ’lHomme

Adapté de Andersson et al. 2008 ; Sweeney and Morton 2013 ; El Aidy and van den
Bogert 2015 ; Konturek et al. 2015 ; O’Callaghan and van Sinderen 2016
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Bacteroidetes, Firmicutes et les Proteobacteria dont le pathogéne Helicobacter pylori, le genre
prédominant étant Streptococcus. Sur la totalité de ce microbiote, seulement 20 % des
microorganismes sont cultivables en laboratoire, avec principalement des Clostridium,
Lactobacillus et Veillonella. Plus récemment, il a été démontré que le microbiote de I'estomac
humain avait une composition totalement différente de celle du microbiote des localisations
anatomiques supérieures, comme la bouche ou la gorge (Delgado et al. 2013). En
conséquence, le microbiote gastrique semble étre constitué de microbes résidents plutét que
de microorganismes en provenance des organes supérieurs (laniro et al. 2015). Quant au tube
digestif inférieur, celui-ci présente une quantité de biomasse microbienne bien plus importante.
Elle est comprise entre 108 UFC.g' au début de l'intestin gréle jusqu’a plus de 102 UFC.g"'
dans le cblon. Une partie des bactéries stomacales sont retrouvées dans l'intestin, mais une
importante modification structurelle du microbiote intervient au niveau du passage dans
I'intestin. En effet, la majeure partie des bactéries aérobies est remplacée par des anaérobies.
Cette microflore est représentée par deux phyla dominants, Firmicutes et Bacteroidetes, tandis
que les Fusobacteria, Verrucomicrobia, Actinobacteria et Proteobacteria constituent les phyla
sous-dominants avec des abondances relatives de 1, 2, 5 et 8 %. En ce qui concerne les
niveaux taxonomiques inférieurs, il existe une trés grande diversité microbienne avec plus de

1800 genres et 16 000 phylotypes identifiés (Hattori and Taylor 2009).

Cette structure de la communauté bactérienne est établie (Junjie Qin et al. 2010) vers
'age de 2 — 3 ans et reste stable tout au long de la vie adulte pour évoluer ensuite avec le

vieillissement (Cherbuy et al. 2013) en raison d’une certaine plasticité temporelle.
2. Evolution temporelle du microbiote intestinal

Le microbiote intestinal présente une certaine plasticité lui permettant d’évoluer avec
son héte (Figure 3). Au cours de sa vie, celui-ci sera soumis a différents facteurs
environnementaux qui auront un impact plus ou moins important. Le microbiote intestinal des
nouveau-nés et des nourrissons présente peu de stabilité temporelle. Cependant au cours des
deux premiéres années de vie celui-ci tend a se rapprocher d’un microbiote retrouvé chez un
adulte et a gagner en stabilité (Palmer et al. 2007 ; De Filippo et al. 2010 ; Ottman et al. 2012).
La composition initiale de cet écosystéme est en partie dépendante du mode de naissance
(césarienne ou voie vaginale), de I'alimentation (lait maternel ou artificiel) et des conditions
environnementales (De Filippo et al. 2010). Les premiers jours de vie sont souvent
caractérisés par la présence de communautés dominées par un ou deux groupes
taxonomiques (Lactoccocus lactis, Escherichia col)) qui évoluent avec le développement

physiologique de I'enfant (Park ef al. 2005). Le processus d’établissement du microbiote du
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Figure 3 : Formation et évolution du microbiote humain aux différentes étapes de la vie et

selon les perturbations

Source : https://www.pressonline.com/bmi-pro/fr/phototheque/
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nouveau-né a été étudié en détail par des techniques de métagénomique (De Filippo et al.
2010). Apres une période de stabilité (composition déja décrite), chez une personne d’un age
adulte avancé, une diminution importante de I'abondance des bifidobactéries est observée
(Zoetendal et al. 1998 ; Hopkins and Macfarlane 2002 ; Ottman et al. 2012). De la méme
maniéere, chez les personnes centenaires, il a été constaté une baisse trés importante de la
diversité globale. Malgré ces variations de composition, les propriétés fonctionnelles du
microbiote intestinal sont maintenues. Cela suggere la présence d’un microbiome central
présent d’'une maniére stable au cours de la vie. Deux des objectifs des projets Human
Microbiome Project (HMP) et MetaHit étaient de déterminer a quel point le microbiote humain
influe sur la santé de son hote, et de démontrer I'existence d’un microbiome central (Junjie Qin
et al. 2010). Chez certaines personnes en bonne santé ou souffrant de diverses pathologies,
des variations spécifigues ont été identifiées, dans le cas notamment des maladies

inflammatoires ou de I'obésité (Jiayang Qin et al. 2010 ; Delzenne et al. 2011).
1.3. L’axe microbiote - intestin — cerveau

L’axe intestin-cerveau est un systéme de communication qui intégre la signalisation
neuronale, hormonale et immunologique entre l'intestin et le cerveau et fournit au microbiote
intestinal et a ses métabolites une voie potentielle permettant d’accéder au cerveau
(Mayer 2011) (Figure 4). Ce systeme de communication est bidirectionnel, ce qui permet au
cerveau d’influencer les fonctions gastro-intestinales (telles que la motilité, la sécrétion et la
production de mucine) ainsi que les fonctions immunitaires (Mayer 2011) (notamment la
modulation de la production de cytokines par les cellules du systéeme immunitaire muqueux).
Des facteurs émotionnels tels que le stress ou la dépression influencent le développement des
maladies gastro-intestinales chroniques telles que les maladies intestinales inflammatoires
(Mawdsley and Rampton 2005) (les deux plus courantes étant la maladie de Crohn et la colite
ulcéreuse) et le syndrome de l'intestin irritable (Mayer 2011). Elles sont également associées
a une dysbiose (DuPont and DuPont 2011). Il a été démontré que le stress influence I'intégrité
de I'épithélium intestinal et modifie la motilité intestinale, les sécrétions intestinales et la
production de mucine, modifiant ainsi I'habitat des bactéries résidentes et favorisant des
modifications de la composition ou de I'activité microbienne (Collins and Bercik 2009). En
outre, la libération de catécholamines dans l'intestin induite par le stress pourrait influencer la
communauté microbienne en interférant avec la signalisation interbactérienne ainsi qu’avec

I’expression des genes de virulence (Kaper and Sperandio 2005 ; Freestone et al. 2008).

Des études utilisant des bactéries probiotiques fournissent une preuve supplémentaire

de la communication le long de I’'axe microbiote — intestin — cerveau et révélent le caractere
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Figure 4 : L’axe bidirectionnel microbiote — intestin — cerveau

Les mécanismes putatifs par lesquels les bactéries influencent le systeme nerveux

central (SNC) comprennent : les métabolites bactériens circulant par voie sanguine, la

libération de cytokines par les cellules immunitaires muqueuses et la libération d’hormones

intestinales telles que la 5— hydroxytryptamine (5 — HT) a partir de cellules entéroendocrines.

Les voies neurales afférentes, dont le nerf vague, semblent impliquées. Ces signaux

interagissent avec le SNC via I'area postrema. Le stress et les émotions peuvent influencer la

composition microbienne de [lintestin via la modification de la physiologie intestinale.

Alternativement, les hormones de stress de I'héte telles que la noradrénaline peuvent

influencer I'expression des génes bactériens ou la signalisation entre bactéries, ce qui pourrait

modifier la composition microbienne et I'activité du microbiote.

DC : cellules dendritiques, GABA : acide y aminobutyrique (Collins et al. 2012).
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souche-spécifique de ces interactions. En effet, 'administration du probiotique Bifidobacterium
longum subsp. infantis induit une diminution du taux de dopamine et de 5— hydroxytryptamine
(5 — HT) dans le cortex frontal chez le rat, mais sans entrainer de changement perceptible du
comportement de celui-ci (Desbonnet et al. 2008). Cependant, dans un modéle de
comportement mimant semblable a la dépression induite chez la progéniture du rat séparée
prématurément de sa mere, la méme bactérie normalise l'attitude et induit également des
modifications des taux de noradrénaline et du facteur de libération de corticotropine (CRF)
dans le cerveau (Desbonnet et al. 2010). De plus, B. longum NCC3001 normalise le
comportement de type anxiété et I'expression du facteur neurotrophique dérivé du cerveau
(Brain-Derived Neurotrophic Factor, BDNF) dans I'hippocampe de souris atteintes de colite
Iégére a modérée (provoquée par une infection parasitaire chronique) (Bercik et al. 2010).
L’administration de consortia de bactéries probiotiques semble également affecter la fonction
cérébrale. Un prétraitement des souris avec la combinaison L. rhamnosus R0O011 et
Lactobacillus helveticus R0052 empéche le dysfonctionnement de la mémoire induit par le
stress et normalise I'expression du BDNF dans la région CA1 de I'hippocampe (Gareau et al.
2011). Ces résultats indiquent que les réponses aux bactéries probiotiques dépendent en
partie du parametre comportemental étudié et du modéle utilisé pour perturber le
comportement. Ces exemples concernant les effets des probiotiques sur le cerveau ont permis
d’apporter la preuve de l'intérét d’'employer des probiotiques intestinaux pour le traitement de
troubles affectant le systéeme nerveux central. Ces études ont permis d’illustrer la diversité et
la nature fortement souche-dépendante des effets induits par les probiotiques sur le cerveau
et leurs mécanismes sous-jacents, et démontrent que les actions spécifiques d’'une souche ne

sont généralement pas partagées par les autres membres de I'espéce (Collins ef al. 2012).

2. Le microbiote vaginal

2.1.  Description générale

Au méme titre que le microbiote gastro-intestinal, la flore vaginale exerce un réle
important dans la protection de I'appareil reproducteur féminin vis-a-vis des pathogénes. Cette
microflore, dominée a 90 % par des Lactobacillus, est appelée flore de Doderlein, du nom du

gynécologue Alfred Doderlein qui I'a décrite en 1892 (Lepargneur and Rousseau 2012).

Initialement définie par des méthodes phénotypiques, la composition détaillée du
microbiote vaginal et I'abondance relative des espéces bactériennes ont récemment été

déterminées par séquencage a haut débit du gene de I'ARNr16S. Au moins cinqg
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communautés microbiennes, désignées ici sous le nom de Community State Type (CST), ont
été identifiées (Ravel et al. 2014 ; Torcia 2019). Quatre CST sont dominées par des espéces
de Lactobacillus hautement adaptées a I'environnement vaginal (J. Ravel et al. 2011 ; Kroon
et al. 2018). D’une maniére générale, le CST-I est représenté par L. crispatus, le CST-Il par L.
gasseri, le CST-lll par L. iners et le CST-V par L. jensenii. Le CST-IV est constitué de
communautés polymicrobiennes, avec une prévalence d’especes strictement anaérobies
appartenant aux genres Gardnerella, Atopobium, Mobiluncus, Megasphoera, Prevotella,
Streptococcus, Mycoplasma, Ureaplasma, Dialister, Bacteroides, etc. (Fredricks et al. 2005 ;
J. Ravel et al. 2011 ; Gajer et al. 2012). Ce dernier est trés courant chez les femmes noires et
hispaniques, puisqu'il représente 10 % des individus aux Etats-Unis et 60 % en Afrique du Sud
(Anahtar et al. 2015 ; Ravel et al. 2011). Les facteurs a I'origine des différences ethniques et
géographiques dans les communautés cervico-vaginales ne sont pas encore connus, mais
pourraient inclure des différences dans le comportement sexuel, les pratiques d’hygiene, la
colonisation rectale, la génétique de I'h6te (Muzny and Schwebke 2016), la grossesse et le
mode d’accouchement (DiGiulio et al. 2015) ou I'alimentation (Thoma et al. 2011). Néanmoins,
il a été montré que la composition du microbiote vaginal était sujette a une certaine variabilité
en composition et en complexité selon I’état physiologique de la femme (cycle menstruel, age),
principalement due aux changements hormonaux (Greenbaum et al. 2019). A titre d’exemples,
les auteurs ont montré que le microbiote présentait une composition trés stable durant la
grossesse tandis que chez la femme ménopausée, la communauté microbienne tend a
s’enrichir en anaérobies (Bacteroides, Mobiluncus) et en Gardnerella vaginalis au détriment

des Lactobacillus.
2.2. La dysbiose vaginale

Méme si la flore de Doderlein dispose de trés grandes aptitudes a lutter contre les
pathogenes, elle n’en reste pas moins fragile. En effet, les macrolides et tétracyclines, des
antibiotiques, souvent utilisés pour le traitement d’infections gynécologiques, ont également
une activité bactéricide chez les Lactobacillus. Dées la mise en place d’'une antibiothérapie, il
est fréquent qu’une dysbiose vaginale apparaisse. Il est recommandé de les remplacer, dans
la mesure du possible, par le métronidazole ou les quinolones qui affectent peu la flore
commensale et notamment les lactobacilles producteurs d’H:O. (Lepargneur and
Rousseau 2012). Il est possible d’évaluer I'état du microbiote vaginal a I'aide du score de
Nugent (Nugent et al. 1991). Une flore normale, dominée par les lactobacilles est caractérisée
par un score compris entre 0 et 3. Une flore intermédiaire contenant peu de lactobacilles et

associés a d’autres groupes bactériens est caractérisée par un score compris entre 4 et 6. La
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flore est altérée, mais cet état n’est pas forcément associé a un trouble pathologique. Enfin, la
disparition des lactobacilles avec apparition d’une vaginose bactérienne (prolifération
d’especes anaérobies polymorphes) est associée a un score compris entre 7 et 10. Cette
pathologie, affectant un tiers des femmes au moins une fois au cours de leur vie, correspond
a la colonisation des muqueuses par des bactéries anaérobies, notamment G. vaginalis avec
une réduction plus ou moins importante de la proportion de lactobacilles (Shipitsyna et al.
2013). Cependant, le score de Nugent ne permet pas une caractérisation optimale d’un état
physiologique et doit étre complété par d’autres méthodes comme le criteére d’Amsel ou la PCR
quantitative (Sha et al. 2005).

2.3. Meécanismes antipathogénes des Lactobacillus

Les lactobacilles commensaux colonisent la muqueuse vaginale grace a la formation
d’un biofilm conférant ainsi une protection efficace contre les pathogénes. Différents
mécanismes sont des lors mis en place (Figure 5) a travers trois grandes actions : I'inhibition

de la croissance d’un pathogéne, de son adhésion et de son expansion.

2.3.1. Inhibition de la croissance des souches pathogénes

La présence des lactobacilles a la surface de I'épithélium vaginal permet une
modification de ses propriétés chimiques notamment de son pH. A partir du glucose issu de
I’hydrolyse du glycogene, les bactéries vont avoir une activité fermentaire et produire des
acides organiques, notamment I'acide lactique et contribuer au maintien d’un pH proche de 4.
Ce pH acide permet une inhibition de la croissance de la plupart des pathogénes (Chlamydia,
Neisseria, Gardnerella) a 'exception de C. albicans (Tachedjian et al. 2017). De plus, certains
lactobacilles comme L. crispatus et L. jensenii produisent du peroxyde d’hydrogéne H-O»
(Hertzberger et al. 2014). Cet oxydant et les radicaux dérivés excrétés par ces bactéries
exercent ainsi un effet bactéricide ou bactériostatique non spécifique, notamment sur des
bactéries ne possédant pas de catalase (Sgibnev and A Kremleva 2015). L’action bactéricide
est due a I'oxydation de composés cellulaires indispensables a la survie dont les protéines et
les acides nucléiques. Des études in vitro ont montré I'effet inhibiteur de I'H2O- produit par les
lactobacilles en aérobie sur G. vaginalis, E. coli et Staphylococcus aureus en particulier. Par
ailleurs, de fortes concentrations en lactobacilles, producteurs de H-O2, en présence de
peroxydase et d’halogénure, inhibent in vitro le virus VIH (Ocana et al. 1999). En plus de
I'abaissement du pH et de la production d’H20>, certaines souches sont également capables
de synthétiser des bactériocines et l'arginine désaminase. Les bactériocines sont des

molécules peptidiques ciblant de maniere spécifique les membranes des microorganismes en
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formant des pores et provoquant une fuite du contenu cytoplasmique et donc la mort de la
cellule. Certaines bactériocines ont également une activité inhibitrice de la catalase de
Neisseria gonorrhoeae renforcant de maniére synergique I'action du peroxyde d’hydrogéne
(Zheng et al. 1994). Les lactobacilles, possédant I'enzyme arginine désaminase, inhiberaient
la croissance et la prolifération des bactéries anaérobies pathogénes associées a la vaginose :
ils métabolisent I'arginine en citrulline et ammoniaque, et privent ainsi les pathogénes de cet
acide aminé. Une étude sur différentes femmes traitées avec une souche de L. brevis ayant
une forte activité arginine désaminase, a montré un net déclin de la concentration en
polyamines vaginales ainsi qu’un rétablissement de I’équilibre de I'’écosysteme. Par ailleurs,
I'utilisation de I'arginine influencerait la synthése d’oxyde nitrique (médiateur de I'immunité) et

minimiserait ainsi l'inflammation (Famularo et al. 2001).

2.3.2. Inhibition de I’adhésion et de ’expansion

L’adhésion d’un microorganisme a la surface d’'une muqueuse est un des facteurs
essentiels a sa colonisation. Cette adhésion peut étre de nature spécifique ou non et met en
jeu respectivement des interactions entre adhésines bactériennes et des récepteurs cellulaires
ou bien des interactions de faible énergie entre les bactéries et les cellules. La présence de
lactobacilles dans la flore commensale joue un réle de barriére naturelle a 'adhésion des
pathogenes. En effet, les lactobacilles en occupant la sphére vaginale, rentrent directement
en compétition vis-a-vis des sites récepteurs disponibles. Les pathogénes étant en général
minoritaires au début de l'infection par rapport a la flore native, la probabilité qu’ils parviennent
a se fixer sur un récepteur est statistiquement faible. De plus, 'encombrement stérique des
surfaces induites par la colonisation des lactobacilles rend difficile l'implantation d’un

microorganisme extérieur (Lepargneur and Rousseau 2012).

Les Lactobacillus vont également limiter 'expansion de pathogénes aux tissus sains
en empéchant leur accés aux récepteurs et leur adhésion aux cellules épithéliales par
coagrégation grace a un processus souche spécifique (Reid 2001). Une étude a montré que
L. acidophilus, L. gasseri et L. jensenii, isolés a partir du tractus vaginal, coagregent avec C.
albicans, E. coli et G. vaginalis, mais pas avec Streptococcus agalactiae (Boris et al. 1998 ;
Younes et al. 2012). Chez certains Lactobacillus vaginaux, un facteur promoteur de
'agrégation (APF) a été mis en évidence. Un peptide APF de 2 kDa hydrophile et actif a pH

acide, a notamment été isolé chez L. gasseri (Boris et al. 1997).

Ainsi, les altérations du microbiote vaginal peuvent étre la cause de troubles

pathologiques affectant la santé globale, mais aussi la qualité de vie des patientes.
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3. Candida albicans, une levure pathogéne opportuniste des

tractus digestif et vaginal

3.  Généralités

Le genre Candida regroupe environ 200 espéces de levures caractérisées par un
bourgeonnement multilatéral et par la production de filaments a I'exception de C. glabrata
(Silva et al. 2012). C. albicans, principale levure pathogéne pour ’homme, est retrouvé chez
80 % de la population. C. albicans est phylogénétiquement proche du probiotique bien
caractérisé et commercialisé Saccharomyces cerevisiae. D’un point de vue génétique, le
génome de la levure est composé de 8 paires de chromosomes correspondant a environ
16 Mb et codant pour 6400 génes. Le code génétique de C. albicans posséde une particularité,
le codon CUG code pour une sérine et non pour une leucine (Santos and Tuite 1995). Bien
que retrouvé majoritairement sous forme commensale saprophyte, cette levure dispose
également d’'un pouvoir pathogéne opportuniste lui permettant de coloniser aussi bien les

mugqueuses (infections superficielles) que le systéme sanguin (infections systémiques).

Les infections superficielles peuvent se produire aussi bien chez des personnes saines
guimmunodéprimées principalement due a des modifications physico-chimiques (pH,
disponibilité des nutriments, etc.) ou biologiques de la peau (dysbiose) et des muqueuses, ou
bien a la suite d’'une maladie (Runeman et al. 2000 ; Kashem and Kaplan 2016 ; Palese et al.
2018). Les candidoses cutanées ont majoritairement lieu dans les zones ou la transpiration

est élevée ou celles ayant subi une blessure telle qu’une bralure.

La candidose buccale, communément appelée muguet, est une infection fréquente
chez les patients ayant recu une antibiothérapie a large spectre, les personnes
immunodéprimées, surtout celles atteintes du SIDA, ainsi que chez le nouveau-né (Mane et
al. 2010). Les candidoses cesophagiennes sont, comme pour la candidose buccale, le signe
d’une infection par le VIH (Fidel 2006). Traitées aux cas par cas, elles font I'objet de
recommandations internationales auxquelles participe le Centre National de Référence des

Mycoses Invasives et Antifongiques.

Les candidoses génitales sont également fréquentes et dues dans 80 % des cas a
'espece C. albicans. Elles ne sont pas considérées comme des maladies sexuellement
transmissibles et peuvent étre le signe d’un diabéte (Malazy et al. 2007 ; Gunther et al. 2014).
Les causes de récidives sont nombreuses : l'antibiothérapie répétée, la contraception

physique (diaphragme ou stérilet), les hormones cestrogénes, les corticoides et
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immunosuppresseurs. Des facteurs génétiques semblent étre impliqués dans les formes

récidivantes.

3.2. Infections fongiques & Candida albicans

3.2.1. Candidoses digestives

L’cesophage est le principal foyer des candidoses digestives bien qu’elles puissent
toucher I'ensemble du tractus digestif, de I'estomac au colon. En raison de leur caractére
commensal, Candida peut étre retrouvé dans les selles sans étre le signe d’'une pathologie.
Les Candida spp. représentent la premiére cause d’cesophagite et C. albicans, la encore, est
la principale espéce incriminée. Les facteurs de risque sont l'immunodépression, la
malnutrition ainsi que les maladies endocriniennes dont le diabéte. L’cesophagite a Candida
est un marqueur de l'infection au VIH. Elle survient lorsque les globules blancs (LT CD4) sont
inférieurs a 150 cellules par microlitre et est souvent associée a une candidose de la sphere
orale. Celle-ci peut constituer un des premiers symptdmes du SIDA. Les manifestations
cliniques de cette localisation sont dominées par la dysphagie et les douleurs rétrosternales.
Le diagnostic repose sur I'endoscopie dont I'aspect est celui de plaques blanches sur une

muqueuse érythémateuse (ANOFEL 2014).

3.2.1. Candidoses vulvovaginales

La vulvovaginite a Candida est fréquente. Il est responsable d’un tiers des cas de
vulvovaginite chez les femmes en age de procréer et 70 % des femmes rapportent avoir eu
une vulvovaginite a candidose a un moment donné de leur vie. Environ 8 % des femmes
souffrent de vulvovaginite a Candida récidivante. C. albicans (dans environ 90 % des cas) est
I'agent pathogene le plus souvent responsable, la plupart des cas restants étant causés par
C. glabrata. La vulvovaginite a Candida est causée par l'inflammation des muqueuses
vulvovaginales consécutives a une infection par Candida, le plus souvent C. albicans. La
plupart des femmes sont porteuses saines de C. albicans ou il fait partie de la flore
commensale vaginale. Dés lors, la vulvovaginite a Candida nécessite a la fois la présence de
la levure dans le vagin / la vulve ainsi que les symptomes suivants : irritation, démangeaisons,

dysurie ou inflammation (Farhan et al. 2019).

En raison d’'une automédication largement répandue, les données épidémiologiques
détaillées ne sont pas disponibles pour ce type de pathologie. De plus, le diagnostic repose
principalement sur une évaluation clinique (méthode culturale) surestime la maladie, 10 % des

femmes étant asymptomatiques et présentant une culture positive. Les facteurs de risque
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reconnus de vulvovaginite aigué a Candida comprennent I'antibiothérapie a large spectre, les
maladies endocriniennes (diabéte), un taux élevé d’cestrogénes ou l'immunosuppression
(SIDA, transplantation). Bien que la vulvovaginite a Candida soit plus fréquente chez les
femmes sexuellement actives, elle ne semble pas étre sexuellement transmissible. Les
patientes atteintes de vulvovaginite a Candida récurrente (définie comme quatre épisodes ou
plus de vulvovaginite a candidose prouvée en culture) ont des facteurs génétiques qui les
rendent susceptibles aux infections fongiques récurrentes. Ces facteurs peuvent également

prédisposer a une hypersensibilité a Candida (Jeanmonod and Jeanmonod 2019).

3.2.2. Candidoses systémiques

L’incidence des candidoses systémiques a augmenté en France au cours des dix
derniéres années. En effet, selon un rapport de la Haute Autorité de Santé, elles représentent
en moyenne 2,5 cas pour 100000 personnes par an. De plus, I'analyse des tendances pour
'ensemble des infections fongiques invasives montrait une augmentation de l'incidence
(+1,5 %) dont 7,7 % pour les candidémies (Haute Autorité de Santé 2017). Elles peuvent étre
la conséquence de contaminations nosocomiales chez des patients cathétérisés (Kojic and
Darouiche 2004). Elles peuvent aussi étre consécutives au passage vers le sang et les
organes de levures ayant colonisé des sites digestifs et/ou urogénitaux. Cette migration est
favorisée par un affaiblissement des muqueuses aprés une chimiothérapie et par des
traitements antibiotiques prolongés principalement chez les patients hospitalisés (Mohammadi
and Foroughifar 2016). Les facteurs de risque de candidoses systémiques sont nombreux :
neutropénie prolongée, allo et autogreffe de moelle, corticothérapie, chirurgie digestive lourde,

réanimation, prématurité, bralures étendues, etc.

Sur le plan épidémiologique et au niveau mondial, C. albicans est responsable
d’environ la moitié des infections. Viennent ensuite, en France, C. glabrata, C. tropicalis et C.
parapsilosis (Mavor et al. 2005), les autres espéces étant moins fréquentes. En fonction de
'espéce mise en cause, la prise en charge thérapeutique sera variable en raison de la
résistance intrinseque aux antifongiques (Charles et al. 2016). Le diagnostic des candidoses
systémiques est souvent difficile et tardif. Il s’appuie sur les symptdémes de fievre prolongée et
résistante aux traitements antibiotiques. Le diagnostic repose en grande partie sur une
hémoculture positive ainsi qu’'un examen sérologique (Yera et al. 2001). Accompagné par le
retrait du cathéter contaminé, un traitement antifongique est systématiquement mis en place.

La mortalité reste voisine de 40 %.
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3.3. Maécanismes de pathogénicité

La capacité de C. albicans a infecter une grande variété de tissus chez I'h6te est due
a son large éventail de facteurs de virulence. La transition morphologique entre les levures et
les formes hyphales, I'expression d’adhésines et d’invasines a la surface des cellules, le
thigmotropisme, la formation de biofilms, la commutation phénotypique et la sécrétion
d’enzymes hydrolytiques sont considérés comme des facteurs de virulence (Mayer et al. 2013)
(Figure 6). La transition entre les formes levures et hyphales est appelée dimorphisme et il a
été suggéré que les deux formes de croissance sont importantes pour la pathogénicité
(Jacobsen et al. 2012). La forme hyphale s’est révélée plus invasive que la forme levure tandis
que la forme de levure, plus petite, serait principalement impliquée dans la dissémination
(Saville et al. 2003). Cette transition est par ailleurs sous le contrble de facteurs
environnementaux comme le pH, un pH inférieur a 6 favorisant la forme levure, ou les
phénomenes de quorum sensing (Ramon et al. 1999 ; Hornby et al. 2001). Les mutants qui
sont incapables de former des hyphes dans des conditions de culture in vitro ont généralement
une virulence diminuée (Lo et al. 1997). Cependant, la formation d’hyphes est conditionnée a
I’expression d’un sous-ensemble de geénes codant pour des facteurs de virulence qui ne sont
pas impliqués dans la filamentation. Ces protéines associées comprennent la protéine de paroi
hyphale Hwp1, les protéines associées a I'hyphe Ece1 et Hyr1, la protéine de type agglutinine
Als3 et les protéases aspartiques sécrétées Sap4, Sap5 et Sap6. Le contact sensing est un
élément important de I’environnement qui déclenche la formation d’hyphes et de biofilms chez
C. albicans. Au contact d’'une surface, les cellules de levure basculent dans un mode de
croissance hyphale. Sur certains substrats, tels que I'agar ou les muqueuses, ces hyphes
peuvent envahir le substrat. Le contact avec les surfaces solides induit également la formation
de biofilms (Kumamoto 2008). Sur les surfaces présentant des topologies particuliéres, une
croissance hyphale directionnelle (thigmotropisme) peut se produire. Les travaux de Brand et
al. ont démontré que le thigmotropisme de C. albicans est régulé par I'absorption de calcium
extracellulaire par les canaux calciques Cch1, Mid1 et Fig1. Des mécanismes supplémentaires
incluent le module polarisome Rsr1 / Bud1-GTPase. Ces travaux ont également apporté la
preuve que le thigmotropisme de C. albicans est nécessaire pour que les cellules épithéliales
soient completement endommagées et pour observer la virulence chez la souris (Brand et al.
2007, 2008 ; Brand and Gow 2009).

C. albicans posséde un ensemble spécialisé de protéines (adhésines) qui assure la

médiation de I'adhésion a d’autres cellules de C. albicans, a d’autres microorganismes, a des

surfaces abiotiques et a des cellules hétes (Verstrepen and Klis 2006). Les adhésines de C.
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albicans les mieux étudiées sont les protéines de type agglutinine-like séquence (ALS), qui
forment une famille de huit membres (Als1-7 et Als9). Les génes de I'ALS codent pour des
glycoprotéines de surface cellulaire liées a du glycosylphosphatidylinositol (GPI). Parmi les
huit protéines Als, I'adhésine Als3 associée a la formation d’hyphes est particulierement
importante pour I'adhésion (Murciano et al. 2012). L’'expression du gene ALS3 est régulée
positivement lors de l'infection de cellules épithéliales orales in vitro et lors d’'une infection
vaginale in vivo (Cheng et al. 2005). Une autre adhésine importante de C. albicans est Hwp1,
qui est une protéine liée au GPI associée aux hyphes. Hwp1 sert de substrat aux
transglutaminases de mammiféres et cette réaction peut lier de maniére covalente les hyphes
de C. albicans aux cellules hétes (Staab et al. 1999). Un mutant hwp1A / A présentait une
adhérence réduite aux cellules épithéliales buccales et une virulence atténuée dans un modele
murin de candidose systémique (Staab et al. 1999 ; Sundstrom 2002). Il a également été
démontré que Hwp1 et Als3 contribuaient a la formation de biofilms en jouant le role

d’adhésines complémentaires (Nobile ef al. 2008).

Aprés I'adhésion aux surfaces des cellules hétes et la croissance des hyphes, ceux-ci
peuvent sécréter des hydrolases pour faciliter la pénétration active dans ces cellules. De plus,
les hydrolases sécrétées améliorent I'efficacité de I'acquisition de nutriments extracellulaires
(Naglik et al. 2003). Parmi ces hydrolases, C. albicans sécréte des protéases aspartiques
(Saps) qui comprennent dix membres, Sap1-10. Sap1-8 sont sécrétés et libérés dans le
milieu environnant, tandis que Sap9 et Sap10 restent liés a la surface de la cellule (Naglik et
al. 2003 ; Taylor et al. 2005 ; Albrecht et al. 2006). Il a été démontré que Sap1-3 était
nécessaire pour endommager I'épithélium humain reconstitué (RHE) in vitro et pour
I’expression de la virulence dans un modéle murin d’infection systémique (Schaller et al. 1999).
Cependant, la contribution relative de Saps a la pathogénicité de C. albicans est controversée.
Des résultats récents indiquent que les Saps ne sont pas nécessaires pour l'invasion de RHE
et que Sap1-6 sont indispensables a la virulence dans un modéle murin de candidose

disséminée (Lermann and Morschhauser 2008).
4. Conclusion

A I'aide des méthodes empiriques basées sur des tests phénotypiques, mais surtout
grace aux approches a haut débit, les scientifiques ont pu mettre en évidence la diversité des
communautés microbiennes hébergées par le corps humain. Méme si toute cette diversité
n’est pas encore totalement caractérisée, un grand nombre d’études ont mis en évidence un

lien étroit entre la santé de ’homme et I'équilibre de son microbiome, une dysbiose pouvant
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étre la cause ou la conséquence d’un trouble pathologique. Différentes approches comme
I'antibiothérapie ou 'usage des antifongiques ont été utilisés pour lutter contre les pathogénes.
Cependant I'apparition des résistances et le fait que ces traitements puissent étre contre-
indiqués, car favorisant eux-mémes la dysbiose, les microbiotes sont apparus comme des
cibles thérapeutiques intéressantes pour traiter les causes sous-jacentes des troubles. Une
approche alternative s’est donc de plus en plus répandue : 'administration de probiotiques

dont I'intérét sera présenté dans le prochain chapitre.
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Chapitre 2.

Les microorganismes probiotiques

1. Introduction

Les microorganismes probiotiques ont été définis de maniere officielle en 2001 par
I’Organisation des Nations Unies pour I’Alimentation et I’Agriculture (FAO) et I'Organisation
mondiale de la Santé (OMS). Ces deux organisations décrivent les probiotiques comme étant
des «microorganismes vivants qui, lorsqu’ils sont ingérés en quantité suffisante, exercent des
effets positifs sur la santé, au-dela des effets nutritionnels traditionnels» (FAO and
WHO 2001). Cette définition, donnée de maniére relativement tardive dans I'histoire de
I'utilisation des probiotiques, n’est pas compléte dans la mesure ou ces microorganismes n’ont
pas vocation a étre uniqguement utilisés par voie orale. En effet, de nombreux travaux de
recherche ont été réalisés ou sont en cours pour des utilisations autres que gastro-intestinales.
Certaines souches ont des applications commerciales intestinales et vaginales avec, en guise
d’exemple, L. rhamnosus Lcr35® retrouvé dans plusieurs Active Pharmaceutical Ingredient
(API) : Lcr restituo® pour les applications intestinales et Lcr regenerans® pour les indications

vaginales (biose 2016).

Par ailleurs, pour qu’un microorganisme donné puisse bénéficier de I'appellation
probiotique, celui-ci ne doit représenter aucun danger pour I'héte. Or, il a été démontré
récemment par une équipe de I'Institut National de Recherche Agronomique (INRA) de
Toulouse que cela n’était pas toujours cas, en particulier pour certaines souches d’E. coli
considérées alors comme probiotiques. La souche E. coli Nissle, isolée en 1917 par le
professeur allemand Alfred Nissle chez un soldat ayant échappé a une sévére épidémie de
shigellose, en est un parfait exemple. Elle est administrée chez des patients souffrants de
maladies inflammatoires chroniques de lintestin (MICI), mais présente une génotoxicité
avérée en raison de la synthése de colibactine pouvant provoquer des cassures double-brin
de ’ADN des cellules de I'’épithélium intestinal. L’instabilité génétique associée a ces cassures

peut induire a terme I'apparition de cancer (Olier and Oswald 2012).
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2. Généralités sur les probiotiques

2.1. Historique

L’étre humain, les animaux et les plantes cohabitent dans un monde colonisé par
d’innombrables microorganismes dont la diversité est encore largement sous-estimée.
Aujourd’hui, avec les techniques modernes de microbiologie, nous sommes capables
d’observer et d’étudier cette microflore, mais, le besoin des hommes de connaissances et de
compréhension de l'invisible est relativement ancien. Les premiers écrits jetant les bases de
la microbiologie remontent a I'an 30 av. J.-C. avec la série de livres Rerum Rusticarum Libri
Tres (Trois livres sur I'agriculture) du savant romain Marcus Terentius Varro. Celui-ci a en effet
écrit «Si dans un lieu quelconque il y a des marécages, la se développent des animaux
tellement petits que les yeux ne les peuvent voir, et qui, pénétrant dans le corps avec l'air, par
la bouche ou les narines, produisent de graves maladies~». Il aura fallu attendre les
années 1500 avec la découverte du microscope et les travaux de Athanasius Kircher au début
des années 1600 pour voir apparaitre 'association entre des organismes vivants invisibles a

I'ceil nu et le développement de maladies.

Ala fin du XIXe siécle, le scientifique Ellie Metchnikoff, un des éléves de Louis Pasteur,
s’intéresse a la longévité exceptionnelle des paysans bulgares, réputés pour leur
consommation importante de yaourt fermenté, aujourd’hui appelé yaourt bulgare. Le
bactériologiste a été le premier a suggérer que l'intestin humain ainsi que I'alimentation
pouvaient étre a l'origine de la propagation de mauvais microbes, mais que celle-ci pouvait
aussi étre le vecteur de bactéries utiles. Ces bactéries ralentiraient le processus de
vieillissement via une interaction synergique avec I'héte. Le concept de probiotique venait

d’étre découvert.

Depuis, un trés grand nombre de microorganismes différents avec de potentielles
propriétés probiotiques ont été isolés et font I'objet de commercialisation, la plupart
appartenant aux genres Lactobacillus et Bifidobacterium. Différentes formes galéniques ont
été mises au point afin de répondre aux besoins thérapeutiques spécifiques des patients (i.e.
gélules gastriques, comprimés vaginaux).

Aujourd’hui, les nombreuses études portant sur les probiotiques ont prouvé les effets
bénéfiques sur l'organisme a différents niveaux : meilleure assimilation des nutriments,
barriere anti-pathogéne, activation des défenses immunitaires, etc. Dans les années 1990, la

mise en évidence que le microbiote intestinal représente un «second cerveau»
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(Gershon 1999) va conforter I'hypothése que cette flore intestinale joue un réle bien plus

important que ce qui était communément admis et qu’il convient de I’étudier.
2.2. Les principales espéces probiotiques

Les microorganismes probiotiques représentent un groupe d’organismes
microscopiques hétérogénes dans la mesure ou tous ne font pas partie du régne des
procaryotes méme s’ils sont majoritaires. En effet, certains eucaryotes comme les levures,

bien que minoritairement représentés, ont des propriétés probiotiques intéressantes.

2.2.1. Les levures

La majorité des levures décrites comme probiotiques appartiennent au genre
Saccharomyces avec les espéces S. cerevisiae et S. boulardii. Cette derniere, isolée en 1920
en Indochine par Henri Boulard sur la peau de litchis et de mangoustans! (McFarland 2010),
a été étudiée pour ses capacités a réduire les symptdmes liés aux gastro-entérites, notamment
les douleurs intestinales (Czerucka et al. 2007 ; Edwards-Ingram et al. 2007 ; Hatoum et al.
2012 ; Palma et al. 2015). Concernant S. cerevisiae, plus communément appelée levure de
biere ou de boulangerie, bien que ses effets bénéfiques sur la santé aient été prouvés, cette
espéce n’est pas utilisée commercialement pour le traitement de pathologie chez
’Homme (Palma et al. 2015). Plus récemment, une nouvelle levure, ne faisant pas partie du
genre Saccharomyces, a été décrite pour ses propriétés probiotiques: il s’agit de
Kluyveromyces marxianus. Elle est traditionnellement retrouvée dans le kéfir, le fromage et
isolée a partir du lactosérum et du lait caillé de vache (Quarella et al. 2016), elle posséde une
trés bonne capacité a adhérer aux cellules épithéliales de lintestin tout en modulant les

réponses immunitaires et inflammatoires (Maccaferri et al. 2012).

2.2.2. Les bactéries

Parmi les procaryotes probiotiques, nous noterons la présence, une nouvelle fois,
d’une certaine hétérogénéité tant du point de vue morphologique, avec aussi bien des coques
que des bacilles, que du point de vue taxonomique. En effet, méme si les bactéries
probiotiques sont dominées par les espéces dites lactiques, nous retrouvons également
certains Bacillus comme B. subtilis, B. megaterium ou B. licheniformis (Duc et al. 2004 ; Cutting

2011) ainsi que certains E. colicomme évoqué précédemment.

1 Fruit du mangoustanier (Garsiana mangostana), originaire d’Asie du Sud-Est
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Si nous nous intéressons aux groupes des bactéries lactiques, i.e. produisant de I'acide
lactique par fermentation, nous pouvons remarquer que plusieurs taxons sont regroupés sous
cet intitulé avec principalement Lactobacillus et Bifidobacterium dont quelques espéces sont

indiquées dans le Tableau 1

D’une maniére plus marginale, nous pouvons également citer Streptococcus

thermophilus, L. lactis ou méme Enteroccocus faecalis (Bhardwaj et al. 2010).

Bien entendu, il est difficile de donner une liste exhaustive de I'ensemble des bactéries

qualifiées de probiotiques compte tenu de leur nombre de plus en plus important.

2.2.2.1. Le genre Lactobacillus

Le genre Lactobacillus est actuellement constitué de plus de 170 espéces (Goldstein
etal. 2015) dont la plus grande partie possede le statut GRAS (Generally Recognized As Safe)
(Salvetti et al. 2012). Ce sont des bactéries commensales des tractus gastro-intestinal et
vaginal humains bien que dans de trés rares cas certaines souches puissent présenter un
pouvoir pathogéne opportuniste (Goldstein ef al. 2015). La classification taxonomique de ce
genre est particulierement complexe. Celle-ci est principalement basée sur des approches
moléculaires, car les tests phénotypiques sont peu discriminants. Une récente étude
phylogénétique, utilisant les séquences des génes codant pour les ARN ribosomaux 16S, a
révélé que le genre Lactobacillus était en réalité divisé en 15 groupes de 3 espéces ou plus,
ouvrant la voie a une reclassification dans un avenir proche (Salvetti ef al. 2018). D’un point
de vue phénotypique, ce sont des bacilles Gram+ non sporulés, catalase—, acidophiles,
anaérobies ou aérotolérants (Salvetti ef al. 2012). lls sont caractérisés par un métabolisme
énergétique purement fermentaire bien qu’une étude ait montré I'existence d’une possible
chaine respiratoire (Brooijmans et al. 2009). En fonction des capacités fermentaires, les

lactobacilles sont classés selon trois groupes (Kandler 1983) :

e les homofermentaires stricts utilisent la voie d’Embden-Meyerhof-Parnas (ou

glycolyse) pour transformer au moins 80 % du glucose en pyruvate puis en lactate ;

¢ les hétérofermentaires stricts utilisent deux voies pour dégrader les glucides : celles
des pentoses-phosphate et partiellement la glycolyse. Ce type fermentaire entraine

une production de lactate, d’acétate, d’éthanol et de dioxyde de carbone ;

¢ les hétérofermentaires facultatifs qui utilisent aussi bien la glycolyse que la voie des

pentoses-phosphates.
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Tableau 1 : Principales bactéries lactiques probiotiques

Adapté de la thése d’Emilie Burguin (2014)

Genres Espeéces

Lactobacillus rhamnosus acidophilus
casei bulgaricus
gasseri reuteri
plantarum Ssporogenes

Bifidobacterium longum breve
infantis bifidum
adolescentis

Lactococcus cremoris lactis

Enterococcus faecium faecalis

Lactobacillus rhamnosus
B

s biose

=10 LA SANTE PAR LE MICROBIOTE

Figure 7 : Lactobacillus rhamnosus Lcr35® observé en microscopie électronique a balayage
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L. rhamnosus Lcr35® (Figure 7) fait partie de ce dernier groupe. Elle est
commercialisée depuis 1954 par biose® et produite sur son site aurillacois. Depuis, plusieurs
formulations industrielles ont été mises au point pour des applications spécifiques,
principalement intestinales et vaginales. Ces différents « Active Pharmaceutical Ingredients »
sont rassemblés dans le Tableau 2. Pour chaque application thérapeutique, de méme que

pour la souche native, des études précliniques et cliniques ont été réalisées afin :

e de caractériser phénotypiquement et phylogénétiquement la souche (Forestier
etal. 2001 ; Coudeyras, Jugie, et al. 2008 ; Coudeyras, Marchandin, et al. 2008 ;
Evrard et al. 2011) ;

e de vérifier que Lcr35® répond a la définition d’un probiotique en suivant les
criteres d’éligibilité couramment admis (Nivoliez et al. 2012 ; Muller et al. 2014 ;
Nivoliez et al. 2015) ;

e de s’assurer de l'innocuité et de I'efficacité des APl en conditions réelles lors
d’essais cliniques (de Champs et al. 2003 ; Petricevic and Witt 2008 ; Bohbot
and Cardot 2012a ; Dapoigny et al. 2012 ; Dausset et al. 2018).

2.2.2.2. Le genre Bifidobacterium

Initialement Lactobacillus bifidus, les bactéries du genre Bifidobacterium constituent un
groupe de microorganismes du type bacille Gram + ayant une morphologie variable bien qu’ils
apparaissent souvent avec des extrémités ramifiées comme c’est le cas pour B. longum
(Figure 8) (Weiss and Rettger 1934). Les bifidobactéries se différencient des lactobacilles par
leur catabolisme glucidique. Celles-ci utilisent la voie bifide ou de la fructose -6 — phosphate

phosphocétolase permettant la conversion des hexoses en acétate (Pokusaeva et al. 2011).

3. Sélection de souches et caractérisation in vitro de leurs

propriétés probiotiques

Avant de pouvoir étre qualifiée de probiotique, une souche doit étre capable de remplir
un certain nombre de criteres précis (Thakur et al. 2016) basés sur des aspects de sécurité,

fonctionnels et technologiques.

Historiguement, d’un point de vue sécurité, il était couramment admis qu’une souche
probiotique devait étre isolée depuis le tractus intestinal avant d’étre caractérisée
phénotypiquement et génotypiquement puis mise a disposition de la communauté scientifique
dans une collection reconnue. Aujourd’hui les sources potentielles de probiotiques sont plus

variées, mais dans tous les cas il faut vérifier de I'innocuité d’une souche au travers de I'étude
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Tableau 2 : API (Active Pharmaceutical Ingredients) commercialisés par biose®

Nom d.u Subst.ance Forme galénique Applications Statut réglementaire
produit active
Traitement d’appoint des troubles
Lenia Ler restituo® Sachet ou gélule diarrhéiques chez I'enfant et Médicament avec AMM
'adulte
Ameélioration du confort intestinal
Floréa Lcr lenio™ Gélule et traitement du syndrome de Complément alimentaire
lintestin irritable
Gélule ou comprimé Régénération de la flore vaginale
Gynophilus Lcr regenerans  a libération prolongée et empéche la colonisation par des Dispositif médical
(Gynophilus LP) pathogénes
Gynoconfort  Lcr quiescens® Gélule Confort urinaire Complément alimentaire

sifdobacterl biose

LA SANTE PAR LE MICROBIOTE

Figure 8 : Bifidobacterium longum en microscopie électronique a balayage
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de son potentiel pouvoir pathogéne grace a tests expérimentaux :

la recherche d’une activité hémolytique ;

la recherche de la production d’enzymes hydrolytiques telles que des glycosidases ou

des protéases ;
la recherche de la production de toxines; la quantification des amines biogenes ;

la recherche de gene de résistance aux antibiotiques et 'absence de transfert vers et

depuis d’autres souches ;

la recherche de la résistance a des antibiotiques en déterminant leurs concentrations

minimales inhibitrices (CMI).

Une fois l'innocuité de la souche avérée, il convient de caractériser ses propriétés

fonctionnelles selon différentes approches :

le niveau de survie in vitro des probiotiques potentiels aux conditions du tractus digestif
a savoir la résistance a l'acidité gastrique et a la bile doit étre mesuré. La réalisation
séquentielle de ces tests a été suggérée par certains auteurs afin de se rapprocher des

conditions physiologiques réelles (Papadimitriou et al. 2015) ;

les capacités d’adhésions sur des cellules épithéliales doit étre évaluée et les

propriétés physico-chimiques des membranes déterminées (Lee et al. 2015) ;

les propriétés antimicrobiennes, notamment l'inhibition d’un pathogéne doivent étre
caractérisées (Saxelin et al. 2005 ; Polak-Berecka et al. 2010 ; Ratsep 2014). Cette
étape passe notamment par la mise en évidence des molécules actives ou par la mise
en évidence de la stimulation des réponses immunitaires de I'héte (Tharmaraj and
Shah 2009 ; Suskovi¢ et al. 2010 ; Arqués et al. 2015 ; Choi and Chang 2015) ;

I'activité acidifiante réalisée par les bactéries lactiques doit étre mesurée. En effet, elle
joue notamment un réle prépondérant dans la restauration d’une flore vaginale
équilibrée, notamment a la suite d’une vaginose bactérienne (Petricevic and Witt 2008).
Aussi, il faut souligner le fait qu’un probiotique ne va pas se limiter a une seule action,
mais va bien agir sur I’écologie d’'un microbiote tout entier de méme que sur I'’héte de
maniére plus ou moins locale, notamment grace aux effets métaboliques et

immunomodulateurs (Figure 9) ;

une souche probiotique doit conserver son potentiel probiotique durant le procédé de
fabrication industrielle, mais également dans le produit fini, notamment pendant son

stockage avant I'utilisation par le consommateur. L'influence des procédés
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Figure 9 : Effets bénéfiques sur la santé de la consommation de probiotiques

(Saarela et al. 2000)
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technologiques utilisés doit étre étudiée.

Bien évidemment, en plus de la satisfaction de ces critéres, il est indispensable que le
probiotique apporte des effets positifs pour I'n6te. Pour une souche donnée, les effets sur
I’héte peuvent varier en fonction du procédé de production appliqué. C’est sur cette notion de
« Live Biotherapeutic Products » que reposent les produits a base de Lcr35® ou de L. crispatus,

fabriqués par I'entreprise aurillacoise biose®.

Afin de pouvoir tester in vivo, une souche microbienne, que ce soit chez ’lHomme ou
n’importe quel animal, des études préalables in vitro sont nécessaires a la caractérisation des

potentiels effets probiotiques.

Cependant, les conditions opératoires peuvent a nouveau entrainer un biais. En effet,
si 'on prend I'exemple de la synthése d’une toxine ou bien d’une enzyme comme une
protéase, celle-ci peut tout a fait étre sous régulée lors du test in vitro et rester indétectable, le

résultat est alors faussement négatif (Papadimitriou et al. 2015).

Au-dela de la caractérisation phénotypique des probiotiques, ceux-ci sont de plus en
plus étudiés d’un point de vue moléculaire a I'aide de méthodes omiques. Plusieurs aspects
des mécanismes moléculaires qui sous-tendent les propriétés probiotiques ont depuis été
élucidés. Par exemple, des analyses en protéomique ont montré que les lactobacilles
activaient la glycolyse afin de produire de I’ATP et résister au pH gastrique et a la bile lors de
leur passage dans le tractus gastro-intestinal (Siciliano and Mazzeo 2012). Une seconde a
montré I'implication de la protéine SIpA (surface layer protein A) dans le processus d’adhésion
de L. acidophilus aux cellules Caco-2 (Ashida et al. 2011). Au cours de la derniere décennie,
'avénement des technologies omiques a permis I'étude des organismes probiotiques au
niveau du génome entier (Gueimonde and Collado 2012). Aujourd’hui, les méthodologies de
métagénomique révelent la composition d’écosystémes complexes et leur biologie (Junjie Qin
et al. 2010 ; Upadrasta et al. 2011). Toutes les niches du corps humain contiennent des
microbiomes qui divergent en fonction du compartiment spécifique, de ’dge et des habitudes
alimentaires de lI'individu et de nombreux autres facteurs, notamment environnementaux et
génétiques (Jacques Ravel et al. 2014). Les techniques métaomiques offrent pour la premiére
fois les outils appropriés pour caractériser le comportement in vivo des probiotiques en
considérant I'holobionthe, contrairement aux conditions simulées impliquant des cultures
microbiennes pures ou en nombre limitées. A mesure que les technologies omiques
deviennent plus performantes et moins chéres, le séquencage du génome des
microorganismes devient une pratique courante. L’incorporation de nouvelles données
fonctionnelles via la transcriptomique et la protéomique a haut débit dans des bases de

données facilitera a terme I’évaluation in silico du potentiel probiotique de microorganismes
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candidats. Bien que trés puissante, I'analyse in silico ne pourra pas remplacer totalement les
expérimentations in vivo et in vitro. Ceci ouvre ainsi la voie a I'utilisation de modéles comme
Caenorhabditis elegans, présentant des avantages certains sur les modéles cellulaires tout en
étant d'utilisation plus simple que les animaux supérieurs. A mesure que notre compréhension
de I'aspect moléculaire des propriétés probiotiques s’améliorera, nous pourrons concevoir des
tests in vitro et in vivo plus efficaces et plus fiables. Enfin, I'inventaire du microbiome humain
a déja ouvert la porte a la possibilité de considérer de nouvelles catégories de
microorganismes comme probiotiques potentiels au-dela des candidats habituels (a savoir les

bactéries lactiques et les bifidobactéries) (Papadimitriou ef al. 2015).
4. Rodles des probiotiques dans ’équilibre des microbiotes

Le corps humain abrite des écosystemes bactériens extrémement riches et divers a tel
point qu’ils sont qualifiés de sixiéme organe. A titre d’exemple, le nombre de microorganismes
assurant la colonisation du tractus digestif est estimé a environ 100 trillions (10'4) (Ley et al.
2006). Cet «organe », possédant une fabuleuse capacité a s’autoréguler, est indispensable
au fonctionnement de notre organisme. La flore intestinale participe au processus de digestion
et d’assimilation des nutriments, mais il s’avére aussi que le microbiote joue un réle dans la
régulation des voies métaboliques, dans la lutte contre les pathogénes ainsi que dans la
stimulation du systéme immunitaire. Or, cet écosysteme peut subir des perturbations
d’origines diverses pouvant provoquer une dysbiose. La compréhension des causes et
conséquences des dysbioses a permis de découvrir qu’elle pouvait étre le point de départ
d’états pathologiques divers avec des symptdmes infectieux, métaboliques, immunitaires ou

méme neuronaux.
4.1. Réles dans le tractus gastro-intestinal

Il est aujourd’hui clairement défini que le microbiote intestinal est trés fortement lié a
I'état de santé de I'hGte et qu’une dysbiose peut étre a I'origine de pathologies potentiellement
graves. Ces maladies peuvent étre de nature inflammatoire (maladie de Crohn, la rectocolite
hémorragique ou le syndrome de [lintestin irritable), cancéreuse (cancer colorectal),
immunologique et métabolique (allergie, diabéte) ou fonctionnelle (obésité) (Tableau 3). Le
syndrome de l'intestin irritable (/rritable Bowel Syndrome 1BS), également connu sous le nom
de colopathie fonctionnelle est une pathologie avec une grande prévalence, mais sans gravité.
Néanmoins, celle-ci a un impact fortement négatif sur la qualité de vie des patients. Cette

pathologie est associée a des douleurs abdominales, un inconfort et des troubles du transit
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Tableau 3 : Pathologies et troubles fonctionnels associés a des dysbioses du microbiote

intestinal

Adapté et traduit depuis de De Vos and De Vos 2012

Pathologies

Observations les plus
potentielles

pertinentes et

Maladie de Crohn
Rectocolite hémorragique

Syndrome de lintestin irritable
Infection a Clostridium difficile

Cancer colorectal
Allergie / atopie

Maladie cceliaque
Diabete de type 1

Diabete de type 2
Obésité

Diminution de la diversité du microbiote
Réduction de F. prausnitzii

Diminution de la diversité du microbiote
Réduction d’Akkermansia muciniphila
Augmentation de Dorea et de Ruminococcus
Forte diminution de la diversité du microbiote
Présence de Clostridium difficile

Variation des Bacteroides

Augmentation des Fusobacteria

Diversité altérée

Signatures microbiennes spécifiques
Composition altérée particulierement dans l'intestin gréle
Signature microbienne particuliere

Signature microbienne particuliere

Rapport Bacteroidetes / Firmicutes spécifique
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digestif (constipation, diarrhée ou alternance des deux) (World Gastroenterology
Organisation 2015). Le traitement médicamenteux conventionnel est trés souvent un échec
amenant les patients a utiliser des traitements alternatifs comme I'utilisation des probiotiques
(Dapoigny et al. 2012). Dans le cas de la maladie de Crohn et de la rectocolite hémorragique,
bien qu’une prédisposition génétique existe chez les patients, une diminution de la diversité
microbienne a été observée avec des différences entre les maladies. En effet, il existe une
forte baisse de la présence de F. prausnitzii en cas de maladie de Crohn et d’A. muciniphila
lors d’'une rectocolite hémorragique. Ces deux bactéries semblent jouer un réle trés important
dans la flore commensale en ayant respectivement des propriétés anti-inflammatoires (Sokol

et al. 2008) et en stimulant le systéeme immunitaire (Derrien et al. 2011).

Une variation de la composition du microbiote a aussi été observée lors de cancers
colorectaux, notamment a proximité des sites tumoraux. Le genre Fusobacterium
surreprésenté peut envahir les entérocytes, une variation des Bacteroides ainsi qu’une
réduction d’A. muciniphila, sont également constatées comme dans le cas des maladies
inflammatoires (Sobhani et al. 2011 ; Castellarin et al. 2012 ; Kostic et al. 2012). Enfin, des
études chez la souris ont montré un lien de cause a effet évident entre le microbiote et le
diabéte de type Il (DT2), impliquant le récepteur 5 de type Toll (Vijay-Kumar et al. 2010). La
relation entre le DT2 et le microbiote a été étudiée et des marqueurs clés ont été identifiés
méme si les résultats sont contradictoires. Un symptébme commun est une inflammation
chronique qui, in vivo, a été associée a des taux élevés de lipopolysaccharides et a un
microbiote a la composition anormale (diminution de Bifidobacterium spp., du groupe

Eubacterium rectale — Clostridum coccoides et des Bacteroides) (Cani et al. 2007).

4.2. Robles des probiotiques dans le maintien de I’équilibre de la

flore vaginale

Dans les domaines obstétrique et gynécologique, les probiotiques, administrés par voie
orale ou vaginale, ont été principalement testés pour la prévention et le traitement des
infections vaginales et pour éviter des naissances prématurées (H. Tan ef al. 2017 ; Jarde et
al. 2018 ; Kirihara et al. 2018). L'utilisation de probiotiques oraux dans le traitement des
affections gynécologiques est liée a la capacité de ces microorganismes a survivre dans le
systeme gastro-intestinal et a remonter dans le tractus vaginal aprés leur excrétion du rectum.
L’administration vaginale permet une action plus directe et ciblée des probiotiques pour

restaurer le microbiote vaginal (Homayouni ef al. 2014).
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Les infections vaginales représentent I'un des motifs les plus courants de consultation
gynécologique (Xie et al. 2017). On estime qu’environ sept femmes sur dix connaitront au
moins un épisode de candidose vulvo-vaginale (CVV) dans leur vie (Sobel 2007). La vaginose
bactérienne (BV) est un autre trouble vaginal hautement prévalant associé a un risque accru
de maladie inflammatoire pelvienne, d’infection sexuellement transmissible, de transmission
du VIH et d’accouchement prématuré (Ma et al. 2017). Une BV préexistante semble étre
fortement associée a ce phénoméne (Kirihara et al. 2018). Elle est caractérisée par une
réduction ou une diminution de la présence des lactobacilles et une prolifération excessive de
G. vaginalis, Mycoplasma hominis, des espéces de Prevotella et d’autres bactéries anaérobies
pathogénes (Sobel 2007). Les espéces de lactobacilles produisent de l'acide lactique et
acétique, maintenant le pH vaginal inférieur ou égal a 4,5 et du peroxyde d’hydrogene, ce qui
entrave la croissance des bactéries pathogenes et de C. albicans (le pH n’a pas d’action
inhibitrice sur Candida). C’est pourquoi elles sont donc considérées comme protectrices contre
la CVV etla BV (Reid et al. 2011 ; Ma et al. 2017). En conséquence, I'effet bénéfique supposé
des probiotiques contenant des espéces de Lactobacillus sur la restauration et le maintien du
microbiote vaginal physiologique a favorisé leur utilisation pour le traitement de ces deux

troubles.

Les mécanismes supposés incluent la production de cytokines anti-inflammatoires et
la réduction du pH vaginal, de sorte que cet environnement redevient propice a la croissance
de bactéries inoffensives (Reid and Bocking 2003 ; Reid et al. 2011).

4.3. Applications thérapeutiques de Lcr3s”

4.3.1. Applications intestinales

Parmi les premieres études cliniques avec Lcr35® dans un contexte intestinal figurent
les travaux de De Champs et al. (2003). Ceux-ci avaient pour but I'’évaluation de la capacité
du probiotique a survivre et a persister dans le tractus gastro-intestinal de ’homme aprés une
administration orale. Entre 108 et 10'2 UFC.g"' de Lcr35® ont été administrés chaque jour
pendant une semaine, cette posologie étant répétée de la méme maniére trois semaines plus
tard. A lissue de I'essai clinique, les auteurs ont montré une augmentation du nombre de
lactobacilli au cours de la premiere semaine de traitement et que cet effet se maintenait au

cours du temps. Cela traduit la résistance et la persistance de Lcr35® dans l'intestin.
Une récente étude clinique s’est intéressée a I'utilisation du Lcr35® dans le traitement

du syndrome de lintestin irritable (IBS) (Dapoigny et al. 2012). Les auteurs indiquent que

Lcr35® pourrait étre un traitement efficace pour traiter I'IBS, notamment chez les patients
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souffrant de diarrhées. En effet, il semble que la présence du probiotique dans le tractus
digestif entraine une diminution des symptomes et notamment de la douleur. Cependant, cette
étude nécessite d’étre confirmée sur une population plus large. D’autres travaux ont démontré
les propriétés anti-inflammatoires du probiotique formulé industriellement dans des modéles
rats hypersensibles. Les auteurs ont mis en évidence une plus grande résistance des rats a la
douleur aprés un traitement probiotique. Un effetimmunomodulateur a par ailleurs été observé
avec la régulation de la sécrétion d’interleukine-23 (IL-23) et I'activation des lymphocytes Th17
(Darbaky et al. 2016).

De plus, des essais portant sur des enfants souffrant de constipation chronique ont été
mis en place. Ceux-ci visaient a comparer le traitement utilisé traditionnellement a base
d’oxyde de magnésium (MgO) avec I'administration de probiotique. Dans les deux cas, une
amélioration significative du transit intestinal a été observée par rapport au placebo.
Cependant, aucune différence n’a été constaté entre le groupe traité au MgO et celui avec

Lcr35® a I’exception d’une diminution de la douleur dans ce dernier cas (Bu et al. 2007).

Récemment, des auteurs se sont intéressés a I'utilisation de Lcr35® dans le cas d’une
chimiothérapie anti-cancéreuse a base de FOLFOX (oxaliplatine et 5— fluorouracile) (C.-W.
Chang et al. 2018). Ce médicament, recommandé pour le traitement du carcinome colorectal,
provoque, comme effet indésirable, I'inflammation des muqueuses du tractus digestif avec
pour conséquence une forte diminution de la qualité de vie du patient. Les auteurs ont montré
que l'administration lors de la chimiothérapie permettait une réduction significative des
symptomes liés aux effets indésirables sans entraver I'effet antitumoral du FOLFOX. Aussi, le
FOLFOX entraine habituellement une diminution de la quantité de Firmicutes et Bacteroidetes

dans les féces. En présence de Lcr359, cet effet est significativement inhibé.

4.3.2. Applications vaginales

En plus des propriétés antipathogénes observées dans un contexte de dysbiose
intestinale, Lcr35® a également des applications thérapeutiques ciblant les infections des voies
génitales féminines. Plusieurs essais cliniques ont démontré les effets bénéfiques de la

souche Lcr35® chez les femmes.

Une premiére étude porte sur la restauration du microbiote aprés une antibiothérapie
dans un contexte de vaginose bactérienne (BV) (Petricevic and Witt 2008). La BV est une
pathologie difficile & diagnostiquer, notamment en raison du fait qu’elle peut étre associée a la
présence simultannée de plusieurs pathogénes. Le métronidazole et la clindamycine se sont
révélés étre des traitements efficaces contre la BV tout en favorisant la recolonisation des

lactobacilles vaginaux (Nyirjesy et al. 2006 ; Ling et al. 2013). Bien qu’un traitement anti-
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infectieux soit disponible et généralement efficace pour éradiquer les microorganismes
pathogenes, son utilisation a long terme est souvent limitée par les rechutes, qui sont trés
probablement dues a une incapacité a rétablir la flore vaginale normale dominée par les
Lactobacillus suite au traitement (Simoes et al. 2001 ; Beigi et al. 2004 ; Nyirjesy et al. 2006).
A lissue de I'essai clinique, les auteurs ont mis en évidence que I'administration exogéne de
Lactobacillus vivant, a savoir Lcr35® (1 capsule vaginale contenant au moins 10° UFC pour 7
jours), permet une restauration du microbiote vaginal. Ce résultat a été observé chez 83 %
des patientes traitées. Les auteurs ont émis I'hypothése que Lcr35® permet tout d’abord
I’élimination du ou des pathogenes grace a la sécrétion de molécules antimicrobiennes comme
la lactocine 160 (Li et al. 2005). Dans un second temps, le probiotique en fermentant le
glycogéne en acide lactique, assurerait une restauration des parameétres physiologiques
normaux de la muqueuse vaginale propices a la recolonisation par la flore commensale
(Petricevic and Witt 2008).

Une seconde étude portait sur I'impact au niveau vaginal de I'administration orale de
la souche lyophilisée. Celle-ci a été réalisée uniquement chez des femmes en bonne santé
(Bohbot and Cardot 2012). Cet essai clinique a démontré de maniéere formelle I'impact positif
d’une prise orale de Lcr35® sur le microbiote vaginal présentant une BV asymptomatique. En
effet, la bactérie est capable de résister et de survivre au passage dans le tractus digestif avant
d’aller s’implanter, au moins temporairement dans le tractus vaginal. Celle-ci a pu étre
quantifiée 28 jours aprés administration orale. Les auteurs ont également souligné qu’avec
une dose de 2108 UFC.jour", Lcr35® a la capacité de coloniser la sphére vaginale aprés une
administration orale. lls préconisent de nouveaux essais cliniques pour démontrer les effets

préventifs et curatifs d’une telle administration.

Enfin, une troisieme étude consiste en un traitement préventif de la candidose vulvo-
vaginale récidivante (CVVR) (Kern et al. 2012). Cette étude clinique présente un grand intérét
thérapeutique pour les femmes. En effet, une CVVR est trés souvent d’origine multifactorielle
rendant son traitement complexe. D’une maniere conventionnelle, les soins se composent d’un
traitement antifongique qui doit étre suivi pendant au moins 6 mois. Néanmoins, le taux de
récidive est trés important et touche 60 a 70 % des femmes dans les deux mois suivant I'arrét
du traitement (Sobel 2003). Il a été également montré que les antifongiques ont des effets
indésirables pouvant causer a long terme une vaginose bactérienne (VB) (Martinez et al.
2009). Dans le cas présent, les patientes ayant été traitées par Gynophilus® (souche formulée
de Lcr35®) voient leur taux de récidive fortement diminuer (71,1 & 43,4 %) par rapport aux
patientes non traitées. De plus, le probiotique permet également une amélioration significative

de la symptomatologie chez les patientes avec, par conséquent, une amélioration de la qualité
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de vie, le tout associé a une trés bonne acceptation du traitement. Les auteurs concluent
I’étude clinique en soulignant I'importance d’un traitement probiotique pour la prévention de
CVV et par conséquent leur récidive. Cela est valable aussi bien chez les patientes répondant
mal aux traitements conventionnels que pour celles qui se tournent vers des alternatives « plus

naturelles » (Kern et al. 2012).
s. Conclusion

Les souches microbiennes sélectionnées pour leur potentiel probiotique apres
différentes étapes de criblage sur des modeéles in vitro, sont finalement testées en situation
réelle in vivo, a savoir chez des personnes volontaires saines et des patients souffrants de
diverses maladies. Bien qu’extrémement utiles pour s’assurer de I'efficacité des souches, ces
essais cliniques ont aussi de trés grandes limitations. En effet, au-dela du co(t trés important
qgu’ils représentent et des questions d’éthique qu’ils soulévent, I'obtention des cohortes de
patients les plus représentatives, leurs suivis au cours des expérimentations et la répétabilité
des résultats sont des parametres extrémement difficiles a maitriser. De plus, pour des raisons
évidentes, le recours a I'expérimentation sur ’lHomme, sauf dans de rares cas, ne permet pas
d’avoir accés aux données mécanistiques permettant une compréhension des modes
d’actions des probiotiques. De ce fait, il conviendra de mettre en place d’autres méthodes
d’analyse, utilisant des modeles in vivo dont le choix sera dicté par plusieurs criteres : objectifs

des expérimentations, pertinence du modeéle, questions d’éthiques, codts, etc.
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Chapitre 3.
Caractérisation des mécanismes d’action de

microorganismes d’intérét par des approches

in vivo

1. Introduction

La sélection de nouvelles souches microbiennes a potentiel probiotique de méme que
la caractérisation de leurs propriétés ont été pendant trés longtemps basées sur des
expérimentations utilisant des modeéles in vitro (cultures cellulaires). Ceux-ci présentent un
avantage indéniable : un contrdle strict des conditions expérimentales (ex : nature des milieux
de culture, quantité de microorganismes, température, pH, etc.) ainsi que des interactions
entre microorganismes limitées, le plus souvent avec des modéles binaires. Ceci permet de
faciliter 'analyse et l'interprétation des effets observés. De plus, la recherche concernant les
microorganismes probiotiques fait face a de nouveaux défis avec une pression réglementaire
de plus en plus grandissante émanant de I'Union européenne et des Etats-Unis d’Amérique.
Ces verrous réglementaires imposent aux laboratoires pharmaceutiques fabriquant des
probiotiques et par conséquent aux équipes de recherche, I'utilisation de méthodes et de
modeles pertinents pour étudier leur souche, notamment en associant des approches in vitro
et in vivo. Ce n’est qu’avec cette caractérisation plus fine que les laboratoires pourront justifier
plus fermement de [lintérét d'utiliser leurs produits pour des applications en santé
(Papadimitriou et al. 2015). Néanmoins, de la méme maniere que pour les modeéles in vitro,
selon le contexte scientifique (historique) et I'objectif a atteindre, il conviendra de s’orienter
vers un modele animal en particulier plutét qu’un autre avant I'étude finale indispensable qui

est de réaliser des essais cliniques chez ’'Homme (Douglas 2018).

Une partie de ce chapitre et du suivant ont fait I'objet d’'un article de revue qui a été

soumis a Frontiers in Nutrition (Annexe 1).
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Tableau 4 : Les modéles animaux traditionnels dans la recherche sur le microbiome.

Adapté de Douglas (2018)

Modéle animal Animaux axéniques Compatibilité avec les
microorganismes d’origine humaine
Mus musculus Techniquement exigeant et colteux a Oui

produire et a entretenir

Danio rerio Techniquement simple jusqu’a 6 a 8 jours

Drosophila melanogaster

Caenorhabditis elegans

Techniquement simple et rentable

Taxons aérotolérants, anaérobies non

obligatoires

Tableau 5 : Caractéristiques comparatives des hotes utilisés dans les études sur les

Adapté de Nathan (2014)

interactions hote-pathogeéne.

Mus Caenorhabditis Drosophila Galleria Danio
musculus elegans melanogaster mellonella rerio

Tragabilité génétique (génétique classique / Non Oui Oui Non Oui
inverse)
Disponibilité de souches mutantes Oui Oui Oui Non Oui
Agent infectieux

- Bactérie Oui Oui Oui Oui Oui

- Virus Oui Variable Oui Non Oui

- Parasite Oui Non Oui Non Oui

- Champignon Oui Oui Oui Oui Oui
Inoculation Injection Nourriture Injection Injection Nourriture
Survie a 37 °C Oui Non Non Oui Non
Facilité d’utilisation Non Oui Oui Oui Oui
Codts des ressources et infrastructures Elevés Elevés Faibles Faibles Elevés
Existence de banque d’ARNi Non Oui Oui Non Non
Exigences d’éthique Oui Non Non Non Non
Réalisation de criblages a haut débit Non Oui Variable Non Oui
Biopuces disponibles Oui Oui Oui Non Oui
Génome séquencé Oui Oui Oui Non Oui
Corrélation des facteurs de virulences avec  Oui Variable Oui Oui Oui
les mammiféeres
Immunité adaptative Oui Non Non Non Oui
Adapté au criblage d’antibiotiques / anti- Non Oui Oui Oui Oui

infectieux / antimicrobiens
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2. Comparaison des modéles in vivo

La mise en ceuvre de techniques in vivo pour explorer le monde des probiotiques a
permis la description d’'une importante diversité de modéles avec des complexités trés variées.
Ceux-ci peuvent étre aussi simples que des organismes multicellulaires comme des vers, des
mouches (invertébrés) tout comme étre particulierement sophistiqués comme des souris
knock-out ou des hommes (essais cliniques) (Tableau 4). Tous ces modéles apportent a la
communauté scientifique une trés grande quantité d’informations, mais ils ont aussi certains
inconvénients. Par conséquent, il est primordial de choisir avec discernement et rigueur le
modele qui sera le plus adapté a la question scientifique en se basant sur des aspects
techniques, éthiques, économiques et en fonction contexte scientifique (Tableau 5). Dés lors,
alors que la caractérisation et I'’évaluation des propriétés d’'une souche probiotique devraient
étre réalisées directement au sein de la population cible, une présélection des souches est
indispensable avant de la tester a I'aide de modeles in vivo appropriés (Rijkers et al. 2010 ;
Papadimitriou et al. 2015).

2.1. Les modéles vertébrés

La communauté scientifique dispose aujourd’hui de modéles animaux vertébrés
permettant des investigations dans la plupart des domaines de la biologie. Les plus connus
sont le rat (Rattus norvegicus), la souris (Mus musculus), le cochon d’Inde (Cavia porcellus),
le macaque (Macaca mulatta), le chat (Felis sylvestris catus) ou le chien (Canis lupus
familiaris) pour ne citer qu’eux. Cependant, parmi cette multitude et en raison de leurs
similitudes avec ’'Homme, seuls quelques modeéles sont couramment utilisés en laboratoire,
principalement a cause de contraintes réglementaires et d’éthiques, de la complexité
d’utilisation, mais également du codt particulierement élevé qu’ils peuvent représenter. Seuls

la souris, le rat et le poisson-zébre seront présentés par la suite.

2.1.1. La souris Mus musculus

La souris de laboratoire M. musculus a été trés largement utilisée comme un outil pour
décrypter le role du microbiote intestinal dans la physiologie des mammiferes comme le
développement du cerveau et le comportement (Heijtz et al. 2011 ; Ezenwa et al. 2012),
'obésité et la malnutrition (Turnbaugh and Gordon 2009 ; Smith et al. 2013), la fonction
hépatique (Dapito ef al. 2012), la physiologie intestinale (Swanson et al. 2011) et la réponse
immunitaire (Hooper et al. 2012). Environ 99 % des genes de la souris sont partagés avec

'Homme et les deux organismes partagent d'importantes similarités dans le microbiome,
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notamment au niveau des phyla (Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria). Cela en fait un
modele puissant pour I’évaluation des interactions héte — microbiote, en lien avec la biologie
humaine (Spor et al. 2011). De nombreux outils génétiques sont a disposition de la
communauté scientifique : de nombreuses souches consanguines ou non, une collection de
mutants knock-out, knock-in et transgéniques, la possibilité de réaliser de I’ARN interférence
in vivo, la mutagenése, etc. Ces éléments font de la souris un trés bon modéle pour étudier
les interactions héte-microbiote a un niveau génétique. D’autres utilisations de la souris,
notamment dans le domaine de I'immunité, sont présentées dans le Tableau 6. Cependant,
des limitations expérimentales existent. La peau, la fourrure et les structures oropharyngées,
la compartimentation du tube digestif et le comportement (tel que la coprophagie) sont
différents de ceux de 'homme et peuvent avoir une grande influence sur les communautés

microbiennes et par conséquent leur impact sur I'héte (Kostic ef al. 2013).

Aussi, le modele souris n’est pas toujours recommandé et peut méme étre proscrit. En
effet, [l'utilisation de souris contenant des microorganismes d’origine humaine est
particulierement problématique. Une proportion non négligeable de ces microorganismes sont
incapables de coloniser I'intestin murin et les taxons qui le colonisent n’induisent pas certaines
réponses habituellement observées en présence du microbiote natif (Chung et al. 2012 ;
Arrieta et al. 2016). Cette limitation peut s’expliquer de deux manieres différentes. Dans un
premier temps, il convient de noter que les relations symbiotiques entre ’'Homme (ou un héte)
et son microbiote sont le fruit d’'une longue histoire évolutive. De nombreuses interactions ont
eu lieu entre les deux protagonistes induisant des adaptations aussi bien chez I'un que chez
lautre (McFall-Ngai et al. 2013). Aussi, dans un second temps, des auteurs ont montré une
rapide progression de nouveaux modeles dits « ex vivo» qui consiste a cultiver des cellules
humaines sous forme d’organoides ou de «feuilles » d’épithélium (Shah et al. 2016 ; Hill and
Spence 2017).

2.1.2. Le rat Rattus norvegicus

En dépit du fait qu’il soit moins utilisé que la souris, le rat est la seconde espéce de
rongeur utilisée dans la recherche. Plus proche physiologiquement de ’'Homme que ne I'est la
souris, le rat permet I'obtention de résultats expérimentaux plus facilement transposables et
extrapolables a 'Homme (Lee et al. 2018). Il constitue ainsi un trés bon modéle d’étude
préclinique (Hardin-Pouzet and Morosan 2019). Au-dela des proximités génétique,
histologique et physiologique avec ’'Homme et comme pour la souris, le microbiote intestinal
du rat est dominé par trois grands phyla : les Firmicutes (78,7 %), les Bacteroidetes (9,1 %) et

les Proteobacteria (6,6 %) (Li et al. 2017). D’un point de vue expérimental, 'animal a été utilisé
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Tableau 6 : Avantages de I'utilisation de modéles de petits animaux / rongeurs pour la

recherche sur les probiotiques

(Papadimitriou et al. 2015)

Functionality

Possible intervention/improvement

Representative references

Physiological relevance for humans
(Immune system,

neuroendocrinological system)

Closely related innate and adaptive
immunity (PRRs and signaling

cascades, secretory Ig, T and B cells,

DCs, etc.)

Sharing of similar immune response
types (Th1, Th2, Th17, Treg cells

and cytokine responses)

Hosting complex microbiota (gut,

vagina, lung, skin)

Responsiveness to many infectious,

immune and other disorders

Transgenic mice (knock-out/ knock-

in)

Tissue-specific knock-out

Conditional knock-out

Humanized mice

Axenic mice
Monocolonized mice
Microbiota transplantation
Co-housing

Selective antibiotic treatment

Allergy, inflammation (asthma,
COPD, IBD, etc.)

Bacteria, virus, fungi and parasites

pathogens

Neurologic disorders (EAE, visceral
pain)

Stress, cognitive functions

Helm and Burks (2002)

Sodhi et al. (2012)

Sodhi et al. (2012)

Martin et al. (2008)

Verdu and Collins (2004)

Eaton et al. (2011)

Le Roy et al. (2013)

Henao-Mejia et al. (2012)
Ichinohe et al. (2011), Viaud et al.
(2013)

Kim et al. (2014)

Alak et al. (1997), Villena et al.
(2011), Collins et al. (2014), Kikuchi
etal (2014)

Eutamene et al. (2007), Rousseaux
et al. (2007), Kwon et al. (2013)

Gilbert et al. (2013), Hsiao et al.
(2013)
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pour étudier I'impact de bactéries a potentiel probiotique au niveau intestinal, dans le cas de
syndromes inflammatoires, notamment en lien avec I'obésité (Duncker et al. 2011 ; Plaza-Diaz
et al. 2017 ; Fukui et al. 2018 ; Mazloom et al. 2019).

Cependant, le développement du modéle rat a jusqu’a récemment été ralenti par le
manque de mutants disponibles, les premiers n’étant générés par des outils d’édition du
génome qu’en 2010 (Tong et al. 2010). Depuis, différentes méthodes de transgénése (ZFN,
TALEN, CRISPR/Cas9) ont été appliquées avec succeés ce qui devrait accélérer le

développement de mutants (Li ef al. 2013).

2.1.3. Le poisson-zébre Danio rerio

Le poisson-zébre D. rerio, avec son microbiote vari€, mais toujours parmi les modeéles
de vertébrés les plus simples, est en train de devenir un modéle puissant pour étudier la
complexité des interactions héte-microbiote. Le poisson-zébre a un certain nombre de
caractéristiques qui en font un systeme expérimental attrayant. Celles-ci incluent la
fécondation externe et la transparence des embryons et des larves qui permettent la
visualisation des cellules en développement ainsi que la colonisation des microorganismes
par microscopie confocale. Le développement rapide des primordia d’organes (moins de 5
jours apres la fécondation [jaf]) et le début de la métamorphose chez I'adulte (moins de 14 jaf),
ainsi que leur petite taille, font du poisson-zébre un outil intéressant pour des études
mécanistiques. |l existe un degré élevé d’homologie entre le poisson-zébre et les mammiferes,
non seulement dans le systéme immunitaire adaptatif, mais également dans le systéme
digestif. Le poisson-zébre posséde un pancréas, une vésicule biliaire, un foie et un intestin.
En outre, les cellules de I'épithélium intestinal comprennent des entérocytes absorbants, des
cellules caliciformes et des cellules entéroendocrines similaires aux mammiferes (Kostic ef al.
2013). D’un point de vue immunologique, D. rerio détecte les microorganismes en détectant
les structures moléculaires associées aux microbes (MAMP), principalement par I'utilisation

de récepteurs TLR et de type NOD (nucleotide oligomerization domain).

Les limites du modéle du poisson-zeébre dans la recherche sur le microbiote incluent
les différences dans les conditions environnementales par rapport aux humains et aux autres
organismes modeles (Ericsson 2019). Le microbiote intestinal du poisson-zébre est donc
différent de celui des hétes mammiferes et, contrairement a la plupart des autres espéces
hétes, il varie considérablement d’'un laboratoire a I'autre, notamment en fonction du régime
alimentaire (Roeselers ef al. 2011). Bien que le microbiote fécal des humains et des rongeurs
puisse varier considérablement au niveau du genre en fonction de la génétique de I'héte, de

'age et de facteurs environnementaux, il est toujours dominé par les phyla Firmicutes et
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Bacteroidetes. Le microbiote intestinal du poisson-zébre est dominé par les Proteobacteria et
les Fusobacteria, avec une présence variable de Firmicutes, de Cyanobacteria et
d’Actinobacteria (Rawls et al. 2006 ; Roeselers et al. 2011) ; les Bacteroidetes sont

généralement, mais pas toujours, négligeables (Davis et al. 2016).

2.1.4. Ethique et législation

La controverse sur I'expérimentation animale a toujours été forte. Les chercheurs ayant
besoin de modeles animaux doivent faire face a des considérations éthiques et 1égales. Aussi
I'opinion publique n’est souvent pas consciente de I'importance économique et sociétale de la
recherche envisagée ni du contexte réglementaire qui limite également I'utilisation non éthique
de souffrance animale. Les chercheurs doivent également veiller activement a ce que les
modeles animaux (i) soient validés scientifiquement (et statistiquement) (ii) ne puissent pas
étre remplacés par des alternatives in vitro et (iii) minimisent les souffrances des animaux en
limitant le nombre d’animaux et la durée de I'expérimentation a ce qui est statistiquement
requis. Les stratégies et les méthodes de recherche doivent étre constamment remises en
question et examinées de maniére objective par rapport a la régle des 3R établie il y a plus de
50 ans, c’est-a-dire en utilisant les possibilités de remplacement, de réduction et d’affinement
(Refinement, Reduction and Replacement) (Russell and Burch 1959). Outre la prise en charge
correcte de la douleur par I'analgésie et I'anesthésie, les aménagements de bien-étre se sont
considérablement améliorés conformément aux derniéres directives américaines et
européennes en matiére d’hébergement des animaux. Les souris et les rats doivent disposer
d’un espace suffisant, d’'une complexité suffisante, permettant d’exprimer une large gamme
de comportements normaux et offrant des possibilités d’enrichissement permettant de
promouvoir I'exercice physique, la recherche de nourriture, la manipulation et les activités

cognitives (Richmond 2000 ; Papadimitriou ef al. 2015).

Bien entendu, il existe d’autres modéles animaux tels que le cochon, le chien ou le
singe. Cependant, leur utilisation est assez marginale et est surtout restreinte a des domaines
bien précis. De plus, leur mise en ceuvre nécessite de prendre en compte des considérations

éthiques considérables (Papadimitriou ef al. 2015).

2.2. Les modéles invertébrés

2.2.1.  La mouche Drosophila melanogaster

D. melanogaster se distingue comme un excellent organisme modele pouvant

permettre une validation fiable des effets probiotiques sur un organisme vivant : capacités de
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criblage a haut débit, reproduction peu colteuse et rapide et microbiome facile a manipuler.
En outre, de nombreux outils pour étudier les relations héte-microbe chez D. melanogaster
sont déja disponibles en raison de sa riche histoire en matiére de recherche sur les agents
pathogenes (Lemaitre and Hoffmann 2007). Comparé au tractus gastro-intestinal des
mammiferes, l'intestin de D. melanogaster présente plusieurs différences majeures, mais la
structure et la fonction globales sont similaires. La physiologie gastro-intestinale, 'anatomie et
les voies de signalisation controlant le développement, la régénération et la pathologie de
l'intestin sont hautement conservées chez D. melanogaster (Apidianakis and Rahme 2011).
D’autres ont déja évoqué l'idée dutiliser D. melanogaster pour étudier la modulation
symbiotique de la physiologie de I'héte (Erkosar et al. 2013 ; D. Ma et al. 2015). Cependant,
l'utilisation du modeéle D. melanogaster pour la recherche sur le microbiote n’a pas encore été
largement mise en ceuvre. Une large gamme de souches de D. melanogaster disponibles dans
les banques publiques peut étre dérivée sans germes et maintenue facilement sans nécessiter
d’installations colteuses pour animaux, d’équipements et de techniciens (Koyle et al. 2016).
Comparé au microbiote de souris ou humain, le microbiote de D. melanogaster présente une
faible diversité microbienne (1 a 30 especes) et est généralement dominé par Lactobacillus et
Acetobacter (Blum et al. 2013 ; Erkosar et al. 2013 ; Chaston et al. 2014). L’'expérimentation
chez D. melanogaster est abordable, pratique et nécessite rarement 'approbation des comités
d’éthique. Ces caractéristiques font de D. melanogaster un modeéle in vivo idéal a haut débit
pour la compréhension des interactions hote-microbiote (Trinder et al. 2017), notamment pour
le criblage de bactéries a potentiel probiotique (Gomez et al. 2019). En revanche, il existe des
points faibles limitant l'utilisation de la mouche comme modele. En effet, I'infection de I'animal
par une souche microbienne est réalisée par injection directe ce qui contourne les mécanismes
mis en place lors des premieres étapes d’une infection. Ceci est alors une source de biais,
notamment pour I'étude d’infection a Listeria monocytogenes (Jensen et al. 2007). De plus,
méme s’il est possible de réaliser des expérimentations a haut débit avec cet animal, leur mise

en oceuvre reste encore délicate.

2.2.2. La fausse teigne Galleria mellonella

Un nouveau modele d’invertébré commence a émerger : la fausse teigne G. mellonella.
Alors gqu’elle n’est pas (encore) aussi génétiquement modifiable que D. melanogaster ou C.
elegans, la simplicité de manipulation et d’infection des larves de G. mellonella combinées a
leur survie a 25 et a 37 °C font de la teigne un modele prometteur (Nathan 2014). En particulier
dans la recherche sur la pathogenése bactérienne (Ramarao et al. 2012 ; Mukherjee et al.
2013) et fongique (Fuchs et al. 2010 ; Fallon et al. 2012), les larves de G. mellonella se sont

révélées trés pertinentes en tant que modele d’infection. Dans leur étude, Vilela et al. utilisé
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les larves comme modele d’infection par la levure pathogene C. albicans et de co-infection par
une souche bénéfique de Lactobacillus acidophilus (Vilela et al. 2015). La candidose
expérimentale est bien établie chez G. mellonella (Junqueira 2012 ; Gago et al. 2014) et une
tentative visant a empécher lissue létale de linfection fongique par I'administration de
probiotiques constitue une approche envisageable pour tester I'interférence des probiotiques

avec la pathogénicité de C. albicans.

Les larves de fausses teignes présentent des avantages évidents, tels que la facilité
d’utilisation et des colts réduits, notamment par rapport aux modeéles de vertébrés (Nathan
2014). Contrairement a D. melanogaster et C. elegans, les infections fongiques ou
bactériennes et les mécanismes de défense immunitaire de I'héte chez G. mellonella semblent
étre trés proches de ceux rencontrés chez ’'Homme (Nathan 2014). Inversement, I'absence
de séquence compléte du génome, l'absence de souches mutantes et le besoin de
standardisation entre différentes sources et laboratoires (Mukherjee et al. 2013 ; Nathan

2014), freinent actuellement I'engouement pour ce modéle.

2.2.3. Le nématode Caenorhabditis elegans

La force de C. elegans en tant qu’'organisme modele pour la recherche sur le
microbiome réside dans sa capacité a mener des expériences a haut débit avec un organisme
gnotobiotique et a explorer la relation de cause a effet complexe entre la présence ou
'absence d’'une espéce microbienne et un phénotype traduisant un bon ou un mauvais état
de santé. En effet, les microorganismes qui passent a travers le pharynx jusqu’a l'intestin
représentent l'unique source nutritive pour les nématodes. lls peuvent ainsi influencer la
physiologie de I'animal grace a leurs métabolites (Jiang and Wang 2018). De plus, I'utilisation
de nématodes pour le criblage de probiotiques est favorisée par la possibilité de surveiller
facilement les marqueurs anti-age, ainsi que le stockage de la graisse corporelle (Park et al.
2014 ; Lee et al. 2015). De plus, plusieurs genes impliqués dans la réponse au stress et liés a

immunité sont hautement conservés entre I’homme et les nématodes (Schifano et al. 2019).

De nos jours, l'intérét croissant pour les effets sur la longévité dus aux probiotiques a
conduit a la nécessité de modéles in vivo pratiques pour comprendre les mécanismes de
I'activité probiotique. Ces derniéres années, le nématode C. elegans est devenu un puissant
modeéle animal pour étudier les interactions héte-probiotiques. Ses avantages incluent la
facilité de manipulation, la transparence du corps, la courte durée de vie et I'absence de
probléemes éthiques. Un autre outil important de C. elegans est la disponibilité d’animaux
transgéniques. Un grand nombre de mutants, disponibles dans des banques, peut aider a

étudier le mécanisme d’action au niveau moléculaire d’'un composé ou de voies impliquées
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dans l'interaction héte-microorganisme. Par exemple, dans un contexte infectieux, I'utilisation
de nématodes transgéniques GFP permet d’étudier la réponse in vivo par analyse de
fluorescence (Chalfie et al. 1994 ; Jeon and Cha 2016).

A la vue de 'ensemble des éléments présentés précédemment, D. melanogaster et C.
elegans semblent étre les modéles les plus adaptés pour les travaux engagés dans le cadre
de cette thése. Le nématode C. elegans ayant été retenu pour I'étude des mécanismes
d’action du probiotique Lcr35® dans un contexte de candidose, celui-ci sera décrit plus en

détail dans le chapitre suivant.
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Chapitre 4.

Focus sur Caenorhabditis elegans

1. Historique et généralités

C. elegans est un ver rond non segmenté, mesurant a ’adge adulte environ 1 millimétre
de long et appartenant au phylum des Nematoda (nématodes). Il a été décrit pour la premiére
fois en 1900 par le biologiste francais Emile Maupas, qui le nomma Rhabditis elegans avant
d’acquérir sa dénomination actuelle en 1952 sous I'impulsion de Osche (Riddle et al. 1997).
L’origine étymologique du nom du ver est a la fois grecque et latine : caeno — (kawvog ou
caenos) signifie nouveau, récent, — rhabditis (paBd0g ou rhabdos) pour baguette et elegans
pour élégant (Riddle et al. 1997 ; Meyer 2016).

A Tl'état naturel, cet organisme eucaryote vit dans le sol ainsi que sur les fruits en
décomposition ou il trouvera sa nourriture : des bactéries essentiellement (Barriere and
Félix 2006). Il y a un peu plus de cinquante ans, Sydney Brenner a eu l'idée de développer le
nématode C. elegans comme un modeéle génétique pour répondre aux questions liées au
développement et a la neurobiologie. Avec le temps, les recherches menées avec C. elegans
se sont étendues a une multitude de domaines de la biologie moderne avec notamment les
interactions entre cellules eucaryotes, les interactions hétes — parasites de méme que
I’évolution des organismes. Il est également devenu un organisme de référence dans lequel
étudier les dysfonctionnements intervenant lors de maladies humaines. En effet, C. elegans
permet de traiter des problémes biologiques, en utilisant la génétique directe et indirecte, a la
fois au niveau de I'organisme entier et au niveau d’une cellule en particulier. C’est un systéme
expérimental exceptionnel, notamment grace a sa petite taille, son cycle de vie rapide, sa
transparence et son génome bien annoté (Corsi et al. 2015). Son utilisation a permis de

nombreuses découvertes scientifiques dont une sélection est indiquée dans le Tableau 7.

Depuis plus de 30 ans, au moins 4000 chercheurs du monde entier se sont tournés
vers C. elegans dans des domaines tels que I’écotoxicologie, la neurobiologie, les maladies
dégénératives, le vieillissement, les interactions h6te-microorganisme et les interactions virus-
héte récemment (Gammon 2017 ; lIssi et al. 2017). C. elegans, est un nématode
hermaphrodite autofécondant disposant de nombreux avantages au laboratoire. Parmi ces

avantages figurent les conditions de croissance simples, un temps de génération
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Tableau 7 : Sélection de découvertes dans la recherche avec C. elegans

Adapté de Corsi, Wightman, and Chalfie 2015

Année Découverte Références

1974 Identification des mutations qui affectent le Brenner 1974; Dusenberry et al. 1975; Hart 2006
comportement des animaux

1975 Premiére description des mutations affectant Hedgecock and Russell 1975; Sulston et al. 1975; Chalfie

la thermotaxie et la mécano-transduction and Sulston 1981; Mori and Ohshima 1995,
1977 Premier clonage et séquencage d’un géne de Macleod et al. 1977
la myosine
1977 Voies génétiques pour la détermination du Hodgkin and Brenner 1977; Meyer 2005; Zarkower 2006

sexe et la compensation de dosage décrites

1981 Identification des mutations affectant la Sulston et al. 1975; Chalfie and Sulston 1981
sensibilité au toucher

1981 Premiére niche de cellules souches Kimble and White 1981; Kimble and Crittenden 2005
germinales identifiée

1983 La signalisation de Notch, les présénilines, le Greenwald et al. 1983; Levitan and

complexe ternaire et les réles d’inhibition Greenwald 1995; Petcherski and Kimble 2000; Greenwald

latérale dans le développement décrits and Kovall 2012
1983 Premiére lignée compléte de cellules Sulston and Horvitz 1977; Kimble and Hirsh 1979; Sulston et
métazoaires al. 1983
1983 Découverte des genes de I'apoptose (mort Hedgecock et al. 1983; Ellis and Horvitz 1986; Yuan and
cellulaire) Horvitz 1992; Yuan et al. 1993; Conradt and Xue 2005
1984 Identification de génes hétérochroniques Ambros and Horvitz 1984; Slack and Ruvkun 1997
1986 Premier schéma de cablage complet d’un White et al. 1986; Jarrell et al. 2012; White 2013
systéme nerveux
1987 Découverte des premiers génes de guidage Hedgecock et al. 1987, 1990; Culotti 1994
axonal

1987 Identification du réle de la signalisation de Priess et al. 1987; Priess 2005

Notch dans les blastoméres embryonnaires

1988 Découverte de génes par dont les produits Kemphues et al. 1988; Gdnczy and Rose 2005
affectent la distribution asymétrique des
composants cellulaires dans les embryons

1988 Identification des premiers facteurs de Way and Chalfie 1988; Finney et al. 1988; Hobert 2013
transcription des homéodomaines LIM et
POU
1990 Premiére description du réle de la fonction de Beitel et al. 1990; Han and
signalisation RAS dans le développement des Sternberg 1990; Sternberg 2005; Sundaram 2013

métazoaires
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1993

1993

1993

1993

1994

1994

1998

1998

2000

2000

2000

2002

2005

2005

2011

Démonstration du rble des genes de la voie
de l'insuline dans la régulation de la durée de
vie

Identification de génes pour les fonctions
synaptiques conservées

Premier microARN (/in-4) et sa cible ARNm
(lin-14) décrite

Identification de génes de désintégration a
médiation non-sens

Introduction de la GFP en tant que marqueur
biologique

Premiére démonstration d’un couple
récepteur olfactif / ligand spécifique

Premier génome de métazoaires séquencé
Découverte d’'interférence ARN (ARNi)
Conservation et omniprésence des miARN
Développement du criblage d’ARNi a I'échelle
du génome / premier profil complet de la

fonction des génes a I'’échelle du génome

L’héritage transgénérationnel et sa médiation
par les piARN

Découverte de la premiere polyA polymérase
cytoplasmique (gld-2)

Premier profilage d’ARNi du génome complet
de 'embryogenése précoce

Premiére utilisation de I'optogénétique
channelrhodopsin chez un animal intact

Découverte des premiers virus de nématodes

Friedman and Johnson 1988; Kenyon et al. 1993; Kimura et

al. 1997; Collins et al. 2007

Gengyo-Ando et al. 1993; Richmond et
al. 1999; Richmond 2007

Lee ef al. 1993; Wightman ef al. 1993 Vella and Slack 2005

Pulak and Anderson 1993; Hodgkin 2005b

Chalfie et al. 1994; Boulin et al. 2006

Sengupta et al. 1994; Bargmann 2006

C. elegans Sequencing Consortium 1998; Schwarz 2005

Fire et al. 1998

Pasquinelli et al. 2000

Fraser et al. 2000; Kamath et al. 2001

Grishok et al. 2000; Ashe et al. 2012

Wang et al. 2002; Kimble and Crittenden 2005

Sonnichsen et al. 2005

Nagel et al. 2005

Félix et al. 2011
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court un corps transparent facilitant 'observation en microscopie a fluorescence et un faible
colt d'utilisation (la génération d’'un million de mutants obtenue en quelques semaines sera
contenue dans 20 boites de Pétri a un colt équivalent a celui d’'une seule souris) (Couillault
and Kurz 2010). Compte tenu de I'aspect morphologique de I'animal, son intestin est un
organe majeur avec un tiers de la masse somatique totale (McGhee 2007). La morphologie
des cellules intestinales ainsi que les phénomenes d’endocytose et d’exocytose présentent
des similitudes avec ’'homme (Balla and Troemel 2013). Le génome du ver contenant 97 Mbp
est entierement séquencé (C. elegans Sequencing Consortium 1998) et contient 19099
génes, presque autant que le génome humain. Cette connaissance des séquences et des
annotations a permis au Caenorhabditis Genetics Center (CGC) de générer plus de 12000
souches différentes (sauvages, mutantes), toutes génétiquement caractérisées, afin de
faciliter les recherches mécanistiques utilisant le nématode (Couillault and Kurz 2010). Des
genes clés régulant de maniéere globale le métabolisme et I'espérance de vie de C. elegans
tels que les genes daf-2 et daf-16, codant respectivement pour un récepteur de l'insuline et
pour un facteur de transcription de Forkhead box O (FOXO), ont été identifiés. lls sont
impliqués dans I'expression de génes codant pour des protéines chaperones, antioxydantes
ou antimicrobiennes via la voie de signalisation induite par l'insuline / IGF-1 (IIS), menant tous
a la modulation de I’état de santé du ver et par conséquent a sa durée de vie (Wormbase 2011,
2015 ; Sun et al. 2016).

Soixante-quatorze pourcents des protéines humaines ont des homologues dans
'organisme modele C. elegans (C. elegans Sequencing Consortium 1998 ; Legouis et al.
1999). On trouve également plusieurs voies antimicrobiennes chez les mammiféres chez les
vers, ce qui suggére que c’est un modele puissant pour explorer les mécanismes
immunologiques (Marudhupandiyan et al. 2017 ; Zhou et al. 2018). Enfin, depuis le premier
modele d’infection impliquant Pseudomonas aeruginosa en 1999 (M. W. Tan, Mahajan-Miklos,
et al. 1999 ; M. W. Tan, Rahme, et al. 1999), de nombreuses études ont mis en évidence la
susceptibilité du ver a de nombreux agents pathogenes bactériens et fongiques, dont certains
infectent des étres humains tels que P. aeruginosa (Chelliah et al. 2018), E. faecalis (Garsin
etal. 2001), S. aureus, Salmonellaou E. coliO157:H7 (Heo et al. 2018; Mi Ri Park et al. 2018;
Sim et al. 2018). Compte tenu de tous ces points, C. elegans pourrait constituer un

intermédiaire pertinent entre les modéles in vitro et les modéles mammiféres.
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2. Anatomie du nématode

2.1. Présentation générale

L’utilisation du ver en tant qu’animal modéle de laboratoire repose en grande partie sur
une de ses principales caractéristiques anatomiques : son corps est transparent. De ce fait, il
peut trés facilement étre observé a 'aide d’un microscope optique, fixé entre lame et lamelle
ou sur gélose, de méme qu’en microscopie a fluorescence afin d’étudier, entre autres, la
répartition spatiale de I'expression de génes d’intéréts aprés fusion a la GFP (Green
Fluorescent Protein) (Couillault and Kurz 2010). Ainsi, cette transparence révele
immédiatement la structure interne du ver qui est présenté de maniére simplifiée sur la

Figure 10.

C. elegans de type sauvage présente deux formes sexuelles : les hermaphrodites
autofécondants et les males (Figure 11). La gonade des hermaphrodites forme un ovotestis
qui produit d’abord le sperme amiboide haploide qui est stocké dans la spermathéque au
stade L4, puis prés de I'age adulte, la lignée germinale modifie son destin pour produire des
ovocytes beaucoup plus gros. Les hermaphrodites sont essentiellement des femelles dont les
gonades produisent temporairement du sperme avant de produire des ovocytes. Les
hermaphrodites peuvent produire jusqu’a 300 individus qui sont fécondés par le sperme
stocké. S’ils s’accouplent avec des males, les hermaphrodites sont capables de produire
environ 1000 progénitures, ce qui indique que le sperme produit par ’hermaphrodite est un
facteur limitant de l'autofécondation (Zarkower 2006). La majorité de la progéniture produite
par autofécondation sont des hermaphrodites ; seulement 0,1-0,2 % de la descendance sont

des méales en raison d’une rare non-disjonction méiotique du chromosome X.

Les hermaphrodites autofécondants présentent plusieurs avantages pour I'analyse
génétique. Premiérement, I'autofécondation (souvent appelée auto-fertilisation) simplifie le
maintien des stocks, car un seul animal peut donner naissance a une population clonale.
Deuxiémement, comme Sydney Brenner (1974) I'a écrit, «les animaux sont conduits a
I’'homozygotie », c’est-a-dire que les populations d’hermaphrodites ont tendance a perdre des

hétérozygotes. Ainsi, les souches qui sont mutées sont essentiellement isogéniques.

Les maéles sont importants, car ils permettent I'échange du matériel génétique
nécessaire pour générer des animaux de différentes compositions génétiques et cartographier
les génes. En effet, 'animal a évolué pour tirer parti de I'apport génétique de males rares en

utilisant du sperme maéle (hors croisement) avant d’utiliser du sperme hermaphrodite (auto).
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2B Distal gonad

Intestine

Proximal gonad

©WormAtlas

Figure 10 : Anatomie générale d’un ver adulte hermaphrodite

A. Microscopie a contraste interférentiel d’'un adulte hermaphrodite, vue du c6té gauche.
L’échelle correspond a 0,1 mm. B. Représentation schématique des principales structures
anatomiques du ver. Les indications 2B a 2F correspondent a des coupes réalisées aux
endroits indiqués et disponibles sur le site internet (voir source). Traduit et adapté depuis
WormAtlas®© (Lints and Hall 2009)
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- \.}.\-* /
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opening§

Figure 11 : Microscopie électronique a balayage de vers males

La photographie de gauche représente un ver méle entier, la fleche désigne la queue
présentant une morphologie différente de celle d’'un ver hermaphrodite. La photographie de
droite représente de maniére plus précise I'extrémité de la queue du ver avec les spicules,
notées Spl. Traduit et adapté depuis WormAtlas© (Drissi et al. 2014)
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Ainsi, si les males sont capables de s’accoupler, la descendance croisée prévaut (Ward and
Carrel 1979).

A I'age adulte, C. elegans se compose d’environ 1000 cellules somatiques et de 1000
a 2000 cellules germinales. Pour étre plus précis, chez les hermaphrodites, il existe
exactement 959 noyaux de cellules somatiques et environ 2000 cellules germinales tandis que
chez les méles, il y a 1031 noyaux de cellules somatiques et 1000 cellules germinales (Alberts
et al. 2002). Cependant, au cours du développement larvaire, un nombre plus important de
cellules est observé, mais certaines (131 noyaux somatiques chez I'hermaphrodite et 147
noyaux somatiques chez le male) entrent en apoptose avant I'd4ge adulte (Malin and
Shaham 2015).

2.2. Le systéme digestif

Les aliments (bactéries) pénétrent dans la partie antérieure des animaux et passent a
travers le pharynx, une pompe neuromusculaire a deux lobes qui broie les aliments avant de
les transmettre a lintestin pour les digérer (Avery and You 2012). Le comportement de
pompage des animaux dépend de la disponibilité et de la qualité de la nourriture. Par exemple,
les animaux pompent plus lorsqu’ils ont faim et moins lorsqu’ils sont pleins (Avery and
Shtonda 2003). L’étude du développement pharyngé a été un modéle pour I'organogenése,
incluant la facon dont la morphogenése épithéliale et la spécification du destin cellulaire se
produisent pendant le développement (Mango 2007). Par exemple, le facteur de
transcription PHA-4 joue un rOle régulateur majeur dans l'identité de I'organe du pharynx
(Mango et al. 1994). Les animaux présentant une déficience de la fonction PHA-4 ne
contiennent pas de pharynx et les embryons surexprimant PHA-4 ont davantage de cellules
pharyngées (Mango 2007). Les facteurs de transcription FoxA des vertébrés sont homologues
de PHA-4 et sont impliqués dans le développement de l'intestin chez de nombreuses espéces
(Carlsson and Mahlapuu 2002).

L’intestin de C. elegans est attaché au pharynx postérieur et consiste en 20 grosses
cellules épithéliales polyploides disposées par paires qui forment un tube s’étendant sur toute
la longueur de I'animal. Le développement intestinal a été étudié en détail (McGhee 2007).
Probablement pour faire face aux demandes croissantes de I'animal en croissance, les cellules
intestinales subissent un cycle de division nucléaire au cours du premier stade larvaire et des
cycles suivants de réplication de ’ADN, mais pas de division nucléaire, au cours des derniers
stades larvaires (Hedgecock and White 1985). C. elegans a servi de modele pour étudier

I'infection et la réponse a l'infection par différents agents pathogénes bactériens et fongiques,
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microsporidies et virus qui colonisent le systeme digestif (Darby 2005 ; Balla and
Troemel 2013 ; Diogo and Bratanich 2014).

2.3. Le systéme nerveux

Le systéme nerveux du nématode allie aussi bien simplicité que complexité. En effet,
chez l'adulte, ce systéeme se compose de seulement 302 neurones pour I’'hermaphrodite et

383 neurones pour les méales (Corsi et al. 2015).

La majorité des corps cellulaires neuronaux sont disposés dans quelques ganglions de
la téte, du cordon ventral et de la queue (la queue masculine spécialisée contient la majorité
des neurones supplémentaires). La plupart des neurones ont une structure simple avec un ou
deux neurites mais quelques cellules, telles que les neurones mécanosensoriels FLP et PVD,
possédent des neurites trés ramifiés (Dong et al. 2013). A I'exception des dendrites
sensorielles, qui sont souvent faciles a identifier, la plupart des neurites ne peuvent pas étre
distingués comme axones ou dendrites, car ils donnent et recoivent des synapses (bien qu’ils
soient souvent appelés « axones »). Les neurites forment des synapses entre eux dans quatre
domaines principaux : 'anneau nerveux (qui entoure le pharynx), le cordon nerveux ventral, le
cordon nerveux dorsal et le neuropile de la queue. En plus des neurones, C. elegans posséde
plusieurs cellules de soutien ressemblant a des cellules gliales, principalement associées aux
neurones sensoriels, mais qui ne sont pas aussi nombreuses que chez les vertébrés
(Oikonomou and Shaham 2011).

3. Le cycle de vie du nématode

3.1. Reproduction et androdiécie

C. elegans est une espéce dite androdioique c’est-a-dire que les individus qui la
composent sont soit des hermaphrodites, soit des méles. Le métazoaire est, dans 'immense
majorité des cas (99,5 %), hermaphrodite autofécondant (gonosomes XX) c’est-a-dire que
'accouplement avec un autre ver n’est pas nécessaire a la formation d’ceuf. Cependant, il
existe également des vers dits méles (XO) qui sont le résultat d’'une erreur de répartition des
gonosomes X lors de la méiose (Couillault and Kurz 2010). Pour se reproduire, ces males
devront obligatoirement s’accoupler avec un hermaphrodite engendrant par la méme occasion
de nouveaux males avec une fréquence beaucoup plus élevée. Dans le cas de la reproduction
des hermaphrodites, puisqu’il s’agit d’'une autofécondation des gametes femelles par les

gametes males du méme individu, la descendance possédera le méme patrimoine génétique
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que le ver parent puisqu’il s’agit d’un clone (Couillault and Kurz 2010). D’'une maniére pratique,
cette stabilité génétique de la lignée permet notamment de conserver des phénotypes liés a
la mutation d’un géne d’intérét au cours des générations, ce qui n’est pas possible avec les

males (Corsi et al. 2015).
3.2. Le développement embryonnaire

Une fois les gameétes fertilisés, le développement embryonnaire va alors pouvoir se
mettre en place. A 20°C, le processus d’embryogenése dure environ seize heures.
Immédiatement apres la fécondation, une sorte de coquille imperméable est formée autour de
'ceuf permettant son développement de maniére complétement indépendante de la mére.
Néanmoins, les ceufs sont habituellement retenus dans le corps de nématode parent jusqu’a
ce qu’ils soient constitués de vingt-quatre cellules. A partir de ce moment, les ceufs sont
pondus et continuent leur développement jusqu’a étre composé de 558 noyaux — certaines
cellules étaient plurinucléaires, ce stade est qualifié de ccenocytique. Les ceufs éclosent
ensuite pour donner naissance a des larves L1 qui vont commencer a se nourrir des bactéries
a disposition et continuer leur développement au travers des quatre stades (L1 a L4). Le
stade L1 dure environ 16 heures tandis que les trois autres durent approximativement 12
heures. A la fin de chaque stade, les larves entrent dans un état Iéthargique caractérisé par
une inactivité physique et par la synthése d’une nouvelle cuticule suivie par la mue (Raizen et
al. 2008). Environ 12 heures apres la mue achevant le stade L4, les adultes vont commencer
a se reproduire pendant une période de 2 a 3 jours jusqu’a I'épuisement de leur propre stock
de sperme. Apres la période de reproduction, les hermaphrodites peuvent vivre plusieurs
semaines avant de mourir de sénescence (Corsi ef al. 2015). Ce cycle de vie est décrit sur la
Figure 12, mais a une température de 22 °C ce qui se traduit par une évolution entre les

différents stades plus rapide.
Cas du stade dauer

En dehors des conditions de culture idéales et parfaitement contrélées en laboratoire,
C. elegans peut étre amené a évoluer dans un environnement hostile (bactéries épuisées,
vers trop nombreux) et non adapté a sa survie et au développement correct de ses

progénitures.

Les larves L2 activent un cycle de vie alternatif (Hu 2007) et muent dans un stade
larvaire alternatif L3 appelé larve «dauer» («dauer» en allemand signifie «durable») ; le
signal est en réalité initié par des animaux L1, mais ses résultats ne sont pas visibles avant le
stade dit «L.2d » (Golden and Riddle 1984). C’est en 1975 que deux chercheurs, Cassada et
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le temps que passe I'animal a chaque étape tandis que la taille du ver est indiquée en gris. A

partir de I'éclosion des ceufs, le développement larvaire comporte 4 étapes : L1 a L4. Traduit

Le temps 0 min correspond a la fertilisation des oocytes. Les durées en bleu indiquent
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Russel, ont décrit une forme larvaire particuliere nommée dauer. Ces larves se forment juste
apres la seconde mue puis arrétent leur développement dans I'attente de meilleures conditions
de vie (Hu 2007). La cuticule de la larve dauer entoure complétement I'animal et obstrue la
bouche, 'empéchant ainsi de manger et empéchant ainsi son développement. La cuticule de
la larve dauer a une résistance accrue aux produits chimiques, ce qui lui confére une plus
grande protection contre les agressions environnementales et les agents corrosifs. Celles-ci
peuvent survivre pendant de nombreux mois et constituent la forme de dispersion la plus
couramment rencontrée dans la nature. Ainsi, lorsque les larves dauer sont transférées sur
des boites de Pétri avec des bactéries en quantité suffisante, elles se débarrassent de leurs
«bouchons » obstruant l'orifice buccal, muent et continuent leur développement sous forme

de larves L4.

4. C. elegans, un modéle pour I’étude des relations hote —
g P

microorganismes probiotiques et pathogénes

C. elegans semble étre un candidat pertinent et puissant en tant que modéle pour les
études a haut débit, en raison de sa culture facile, de son colt peu élevé, de sa transparence
et des nombreuses homologies génétiques partagées avec les humains. Plusieurs études ont
déja montré l'intérét de C. elegans pour évaluer le potentiel probiotique des bactéries, car elles
sont capables de donner au ver une durée de vie plus longue, une résistance accrue aux
agents pathogénes et aux stress oxydatifs ou thermiques (Ikeda et al. 2007 ; Grompone et al.
2012 ; Nakagawa et al. 2016 ; Chelliah et al. 2018). Les bactéries probiotiques sont de plus
en plus utilisées pour prévenir ou traiter la dysbiose microbienne et les pathologies associées.
Leurs mécanismes d’action sont encore largement inconnus ou sont basés sur des données
empiriques. Par conséquent, le développement d’approches permettant de caractériser les
mécanismes moléculaires impliqués dans leur effet probiotique devient essentiel. C. elegans
représente un moyen puissant et bioéthique de concevoir des études a grande échelle afin

d’explorer I'aspect moléculaire des interactions entre un microorganisme et I'héte.

Avec I'apparition de microorganismes probiotiques, y compris les bactéries
productrices d’acide lactique (LAB), dans le traitement des maladies liées a la dysbiose
notamment intestinale, la question est de comprendre les mécanismes d’action de ces
souches et de déterminer comment cribler efficacement les collections afin de sélectionner de
nouveaux probiotiques. Dans tous les cas, I'’étude approfondie du microbiote intestinal reste
difficile et nécessite de nombreuses étapes combinant études in vitro, tests sur des animaux

de laboratoire et enfin sur des humains (Lacroix ef al. 2015). Le nombre actuel de méthodes
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in vivo permettant 'analyse rapide et fiable de collections utilisant des modéles multicellulaires
complexes est encore trop limité. Principalement pour des raisons de codt, d’infrastructure et
d’éthique, il n’est certainement pas possible d’utiliser des animaux de laboratoire tels que des
souris ou des rats aux premiers stades de la recherche (Richmond 2002 ; Grompone et al.
2012).

Ce chapitre se concentre sur des études utilisant C. elegans pour étudier son
interaction avec des bactéries lactiques ayant démontré des capacités probiotiques. L’étude
des interactions héte-microorganisme au niveau moléculaire a I'aide d’approches génétiques
et mécanistiques directes nécessite le développement de modéles animaux simples. La
pertinence et les avantages de I'utilisation de C. elegans en tant qu'organisme modeéle pour
l'identification de nouvelles souches potentiellement probiotiques sont analysés. Une nouvelle
utilisation du ver dans le but de cribler des collections de microorganismes pour des caracteres
probiotiques spécifiques est également envisagée. Soixante-quatre publications centrées sur
C. elegans et les probiotiques sont référencées dans la base de données PubMed, dont 16
ont été publiées en 2019, confirmant I'’émergence de ce modéle dans ce domaine de

recherche.

4.1. Les microorganismes probiotiques influencent la durée de vie

du nématode

Avant de pouvoir caractériser une souche probiotique, la confirmation de I'absence de
pouvoir pathogéne de cette souche est nécessaire. L'une des méthodes in vivo les plus

couramment utilisées est I'’étude de la survie du nématode (Park et al. 2017).

4.1.1.  Effets positifs et négatifs des probiotiques sur I’espérance

de vie du ver

Comme la plupart des organismes vivants, les sources de nutriments utilisées pour la
croissance et la propagation de C. elegans ont un impact direct sur sa santé, ses défenses

contre les agents pathogénes et sa durée de vie (Ikeda et al. 2007).

Des études ont montré que la durée de vie du ver est augmentée quand il se propage
sur des cultures axéniques (Lenaerts et al. 2008), ou sur milieu gélosé avec des bactéries

tuées par irradiation aux rayons ultraviolets (UV) (Nakagawa et al. 2016 ; Kato et al. 2018).

Les lactobacilles augmentent significativement la durée de vie moyenne de C.
elegans N2 (type sauvage) par rapport aux conditions dans lesquelles il est nourri avec son

aliment de
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Figure 13 : Durée de vie de C. elegans N2 nourri avec des bactéries lactiques comparé a des

vers nourris avec E. coli OP50.

L’augmentation du taux de survie est représentée pour chaque souche sous forme de
pourcentage du taux de survie par rapport a ceux nourris avec E. coli OP50 (lkeda et al. 2007 ;
Grompone et al. 2012 ; Sun et al. 2016 ; Heo et al. 2018 ; Park et al. 2018 ; Poupet, Saraoui
etal. 2019 ; Sharma et al. 2019 ; Schifano et al. 2019).
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Figure 14 : Effets négatifs de L. salivarius et L. reuteri sur la durée de vie de C. elegans

La longévité de C. elegans est représentée en jours pour chaque souche (Fasseas et al. 2013).
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base, E. coli OP50. Il a été démontré que neuf lactobacilles et trois bifidobactéries augmentent
la survie des nématodes sauvages (N2) de 17 % a un maximum de 37 % (Figure 13)
(Grompone et al. 2012 ; Heo et al. 2018 ; Park et al. 2018 ; Sharma et al. 2019 ; Schifano et
al. 2019). D’autres études ont montré que des Lactobacillus (helveticus, plantarum et
rhamnosus) ou Bifidobacterium (infantis et longum) cultivés dans des conditions anaérobies,
ont également permis 'augmentation de la longévité de C. elegans avec respectivement 25,
22, 33, 29 et 17 % d’augmentation (lkeda et al. 2007; Sun et al. 2016).

Il a été démontré que l'augmentation significative de la survie de C. elegans en
présence LG2055 se produit a la fois avec des bactéries vivantes et des bactéries tuées par
les UV. Cette potentialisation était corrélée au rapport E. coli OP50 / LG2055 utilisé, plus le
rapport est petit, plus le taux de survie est élevé (Nakagawa ef al. 2016). Une autre étude a
montré qu’'un mélange de B. infantis et de E. coli OP50 dans différentes proportions avait un
effet sur la longévité du ver. Les auteurs suggérent que le mécanisme utilisé par la bactérie
pour favoriser la longévité du ver impliquait la voie de signalisation p38 MAPK jusqu’a
I'induction de I'expression du géne skn-1 et des génes cibles de SKN-1, codant pour les
protéines antioxydantes (enzymes de détoxification de phase 2) (Nakagawa et al. 2016). lls
ont également constaté que la paroi cellulaire (acides lipotéichoiques) des bifidobactéries joue
un réle clé dans 'augmentation de la longévité des nématodes, ce qui est en adéquation avec
une étude portant sur B. longum (Komura et al. 2013; Zhao et al. 2017). Une autre étude a
montré une stimulation de la longévité de C. elegans via pmk-1 et le récepteur nucléaire des
hormones (NHR), une famille de récepteurs associée a la longévité chez ’lhomme et les
animaux, y compris C. elegans, méme si le mécanisme sous-jacent chez I’homme reste

méconnu (Mooijaart et al. 2005).

D’autre part, les travaux de Fasseas et al. ont montré que certaines souches de LAB
pouvaient avoir un impact négatif sur la durée de vie du ver (Figure 14). Les vers adultes de
C. elegans N2 nourris avec des cellules bactériennes vivantes appartenant aux especes L.
salivarius et L. reuteri ont montré une réduction significative de leur durée de vie moyenne par
rapport a ceux nourris avec E. coliOP50 avec une moyenne de 17, 15 et 19 jours
respectivement. L. salivarius vivant a la capacité de rétablir une durée de vie normale pour le
mutant de courte durée C. elegans daf-16 (Fasseas et al. 2013). Sugawara et al. ont montré
que les vers nourris avec B. longum tué en plus de E. coli OP50 présentaient une réduction
de la longévité de maniere dose-dépendante. De plus, les vers vieillissants nourris avec
seulement B. longum tué ont montré une durée de vie plus longue que ceux nourris avec E.
coliseul. Cette étude a révélé que les effets de B. longumtués chez C. elegans étaient médiés

par la localisation nucléaire du facteur de transcription DAF-16 conduisant a la surexpression
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des génes cibles de DAF-16 (Sugawara and Sakamoto 2018). Ces résultats sont en
contradiction avec les observations précédentes avec différentes souches de Bifidobacterium
et Lactobacillus, qui ont montré le réle de SKN-1 indépendamment de DAF-16 (Sugawara and
Sakamoto 2018).

Considérant un panel plus large de souches probiotiques, Kato et al. ont montré que
Clostridium butyricum MIYAIRI 588 vivant et tué par ultraviolets prolonge la durée de vie de
C. elegans en régulant la voie de signalisation insuline / IGF-1 (lIS) et le facteur de
transcription Nrf2, et améliore la résistance a plusieurs stress chez C. elegans comme
I'infection par des bactéries pathogénes (Salmonella enterica et S. aureus), I'irradiation UV et
au facteur de stress métallique induit par l'ion Cu?+ (Kato et al. 2018). Deux autres bactéries
de l'intestin humain et présentant des capacités probiotiques, B. pullicaecorum et M. elsdenii,
prolongent la durée de vie de C. elegans par la voie du facteur de croissance transformant 3
(TGF-B) associé a des processus anti-inflammatoires du systéeme immunitaire inné (Kwon et
al. 2018).

Bien qu'il y ait des especes probiotiques avec des effets positifs (Grompone etal. 2012 ;
Komura et al. 2013 ; Nakagawa ef al. 2016) et d’autres avec des effets négatifs (Fasseas et
al. 2013) sur la durée de vie du nématode, il y en a aussi qui n’ont pas d’effet significatif sur la
durée de vie des nématodes. Ces espéces incluent, par exemple, L. helveticus JCM1120T
(Nakagawa et al. 2016) ou Pediococcus acidilactici tué par traitement UV (Fasseas et al.
2013).

De nos jours, bien que les bienfaits pour la santé sur les animaux supérieurs par les
probiotiques sont incontestables, il N’y a aucune preuve d’'une amélioration de I'espérance de
vie induite par ces microorganismes, sauf avec le nématode (lkeda et al. 2007). Considérant
que les voies qui influencent le vieillissement et la longévité sont bien conservées parmi les
espéeces eucaryotes, de la levure aux mammiféres, y compris C. elegans (Fontana et al. 2010;
Kenyon 2010), l'utilisation de ce modéle pour évaluer les avantages potentiels du LAB sur la
santé humaine au cours du vieillissement et de la longévité et pour comprendre les interactions
héte-microorganismes est prometteuse. La voie de signalisation de I'insuline / IGF-1 (lIS) est
au centre des discussions concernant la longévité et la santé de C. elegans. Des études
complémentaires sont nécessaires pour déterminer si les vers a durée de vie longue ayant un
IIS non fonctionnel (mutant daf-2) jouissent d’'une meilleure santé en raison de leur durée de
vie prolongée et pour comprendre comment le vieillissement est retardé chez C. elegans. Ces
nouvelles connaissances permettraient la mise en place de nouveaux paradigmes applicables

a des organismes plus complexes tels que 'homme (Ewald ef al. 2018).
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4.1.2. Meécanismes et voies de signalisation impliqués

Chez C. elegans, la régulation de I'espérance de vie implique au moins trois voies de
signalisation : DAF-2 / DAF-16 (voie de signalisation analogue a l'insuline), p38 MAPK et JNK.
Dans la voie DAF-2 / DAF-16, I'activation du récepteur transmembranaire DAF-2 induit une
cascade de phosphorylation via AGE-1 / PIBK (phosphoinositide 3— kinase) et les sérine-
thréonine kinases (PDK-1, AKT-1, AKT-2) qui régulent négativement le facteur de transcription
DAF-16 / FOXO en le phosphorylant. Lorsque DAF-16 est déphosphorylé, il est transféré dans
le noyau ou il active la transcription des génes impliqués dans le contréle de la durée de vie
(Murphy and Hu 2013).

La voie p38 MAPK (également appelée PMK-1) est activée par phosphorylation par
MAPKK en amont (SEK-1), qui est activée par MAPKKK (NSY-1). Il joue un réle dans la
régulation de I'espérance de vie en modulant la réponse immunitaire spécifique du ver et s’est
avéré nécessaire pour sa résistance a l'infection bactérienne (Xu et al. 2013). Sous le contrdle
de PMK-1, des antimicrobiens potentiels sont sécrétés, tels que des lectines de type C, des
toxines ShK ou des genes analogues a CUB en réponse a une infection a P. aeruginosa. En
outre, une analyse compléete de I'expression du génome suggere que les DAF-2 / DAF-16 et
p38 MAPK voies sont deux voies distinctes, car elles ne régulent pas positivement les mémes
génes en méme temps (Zhou et al. 2018). Une autre étude a montré que PMK-1 contribue a
la longévité accrue des mutants daf-2 et que cette augmentation est transmise par DAF-16 via
'augmentation de I'expression des antimicrobiens (Troemel ef al. 2006). PMK-1 peut jouer un
réle similaire via des effecteurs immunitaires distincts pour augmenter la durée de vie,
suggérant que 'immunité innée est un facteur déterminant de la longévité. Etant donné que
immunité est également étroitement associée a la longévité humaine, la caractérisation plus
poussée de l'interaction entre 'immunité et la longévité chez C. elegans peut nous fournir de
nouvelles informations sur les mécanismes du vieillissement humain et des maladies liées a
I'age.

La voie JNK (c-Jun N-terminale kinase) est activée par les cytokines et en réponse a
des stress tels que l'irradiation UV, les espéces réactives de I'oxygene (ROS), les dommages
al’ADN, le stress thermique et I'inflammation (Neumann-Haefelin et al. 2008 ; Wolf et al. 2008).
Chez C. elegans, cette voie évolue parallelement a la voie de signalisation de I'insuline jusqu’a
ce qu’elle converge vers DAF-16, qui est phosphorylée par JNK-1 (Oh et al. 2005;
Marudhupandiyan and Balamurugan 2017). Il a été démontré que l'activation de la voie de

signalisation JNK-1 - DAF-16 conduisant a la surexpression du géne sod-3 (superoxyde
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dismutase) était activée par B. longum BB68 afin d’augmenter la longévité du nématode (Zhao
et al. 2017).

Dans le cas de B. subtilis NCIB3610, plusieurs mécanismes expliquant ses effets
bénéfiques sur C. elegans ont été proposés. La formation d’'un biofilm dans I’environnement
intestinal favorisait la longévité du ver. L’expression du géne bslA et des opérons tapA-sipW-
fasA et epsA-G, codant pour des composants essentiels a la formation du biofilm
(hydrophobine, protéine TasA et I'exopolysaccharide EPS, respectivement), a été identifiée
comme nécessaire a I'extension de la longévité du ver (Donato et al. 2017). Le second
mécanisme est basé sur l'utilisation d’'oxyde nitrique (NO) bactérien pour médier I'extension
de la durée de vie via I'expression d’'un groupe de genes fonctionnant sous le double controle
des facteurs de transcription HSF-1 (un activateur des protéines de choc thermique) et DAF-
16 (Gusarov et al. 2013). C. elegans, qui est incapable de synthétiser NO, car il lui manque la
NO synthase, utilise celle produite par la bactérie pour réguler son propre métabolisme (Clark
and Hodgkin 2014 ; Donato et al. 2017). Le NO fournit une meilleure thermotolérance en raison
de l'activation de HSF-1 (Gusarov et al. 2013). Une autre étude portant sur Lactobacillus
fermentum MBC2 a mis en évidence le réle du métabolisme des graisses dans la viabilité de
C. elegans, confirmant ainsi la forte corrélation entre la réduction du stockage des graisses et
la prolongation de la durée de vie des nématodes. lls ont montré un effet de prolongévité
dépendant de PEPT-1, médié par le facteur de transcription DAF-16 ; le géne pept-1 étant I'un

des principaux régulateurs du stockage des lipides chez C. elegans (Schifano et al. 2019).

Des études récentes suggerent un rble clé des molécules détectant le quorum
bactérien dans la répression de linfection a C. elegans avec les agents pathogenes C.
albicans ou P. aeruginosa, montrant que le nématode peut détecter les signaux microbiens et
développer une interaction symbiotique (S. Oh et al. 2012 ; Rasamiravaka ef al. 2015). Le
pentapeptide de quorum-sensing CSF (Competence Sporulation Stimulating Factor) de B.
subtilis a joué un réle dans I'extension de la longévité des nématodes (Donato et al. 2017). |l
a été rapporté que le CSF de B. subtilis contribuait a ’'homéostasie intestinale de I'héte en
activant les voies de survie de p38 MAPK et en induisant la synthése de protéines de choc
thermique cytoprotectrices (HSP) (Fujiya et al. 2007 ; Williams 2007). La survie du nématode
est probablement due a des molécules impliquées dans le quorum-sensing comme le NO et

CSF ainsi qu’a la formation de biofilm (Donato et al. 2017).

Toutes ces données ont mis en évidence l'idée que chaque souche de LAB peut
exercer un effet bénéfique sur C. elegans via plusieurs mécanismes et voies spécifiques. En
raison de son potentiel d’utilisation facile et du grand nombre de mutants (mutants sek-7 ou

DAF-16::GFP par exemple), C. elegans apparait comme un modéle in vivo efficace pouvant
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étre utilisé pour le criblage de collections de microorganismes dans le but d’identifier de
nouvelles souches probiotiques potentielles et d’étudier les mécanismes moléculaires

impliqués.

4.2. L’immunité chez C. elegans : une réponse adaptée aux stress

biotiques et abiotiques

Placé dans un environnement naturel, le nématode C. elegans est confronté a une
multitude de microorganismes. La plupart d’entre eux ne représente aucun danger pour
I'animal qui ira jusqu’a s’en nourrir. Cependant, il sera amené au cours de son existence a étre

en contact avec certaines espéces pathogeénes pouvant entrainer a terme sa mort.

D’un point de vue histologique, la totalité du corps du nématode peut étre la cible d’'une
infection microbienne comme présentée sur le schéma de la Figure 15. L’intestin, principal
organe de C. elegans, est ainsi le principal foyer infectieux pour des pathogénes. En effet, le
ver se nourrissant principalement de bactéries, mais également de levures (i.e. S. enterica, S.
aureus, Cryptococcus neoformans ou C. albicans), celles-ci vont passer dans le tractus
digestif, s’laccumuler dans la lumiére intestinale et déclencher une infection. Il faut préciser
également que le pouvoir pathogéne de certaines bactéries est renforcé par la synthese de
toxines (indiqué a l'aide d’un astérisque sur la figure). Par ailleurs, certains pathogénes vont
par ailleurs étre capables d’envahir les cellules intestinales, se multiplier puis se disséminer
dans tout le nématode comme S. Typhimurium ou la microsporidie Nematocida parisii.
D’autres pathogenes, quant a eux, vont infecter I'animal de I'extérieur en détruisant son
épiderme (Drechmeria coniospora), en envahissant la zone utérine ou bien en provoquant une

inflammation de I'anus (Microbacterium nematophilum).

Afin de se protéger de telles agressions, C. elegans a mis en place différentes
stratégies visant d’'une part a empécher une infection et d’autre part a lutter contre le
pathogene si l'infection a lieu. Pour limiter les infections, le nématode dispose de trois

techniques :

¢ lafuite face au pathogéne au moyen de la détection de pathogénes grace a ses

neurones chimiosensoriels (Engelmann and Pujol 2010) ;

e une cuticule épaisse faisant office de barriere naturelle (équivalent de notre

peau) (Page and Johnstone 2007) ;

e un broyeur (équivalent de I'estomac) permettant de lyser les microorganismes

les empéchant d’atteindre intact I'intestin (Leon Avery and You 2012).
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Des lors que ces moyens ne sont plus efficaces et qu’une infection a lieu, une réponse
du systéme immunitaire de I'héte va se mettre en place au moyen de la mobilisation de

nombreux mécanismes moléculaires décrits ci-apres.

4.2.1. Stratégies de lutte contre les pathogénes

L’autophagie

Une des stratégies mises en place par le nématode pour se protéger des pathogénes
est I'autophagie (Figure 16). Ce processus consiste en la synthése de novo d’'une membrane
ou autophagosome autour d’'un composé cellulaire endommagé ou d’un pathogéne
intracellulaire visant a sa destruction et au recyclage des molécules le composant (Cohen and
Troemel 2015).

Lorsque ce phénoméne implique la destruction d’'un pathogéne, on parle aussi de
«xenophagie ». Ce mécanisme de défense a été particulierement bien décrit dans le cas d’une
infection a S. enterica serovar Typhimurium. Cette entérobactérie infectant l'intestin est un
pathogéne intracellulaire facultatif comme présenté sur la Figure 15. Selon plusieurs études,
il a été montré que I'autophagie empéchait I'invasion des cellules intestinales par Salmonella,
qui reste alors au niveau de la lumiére de l'intestin (Jia et al. 2009 ; Curt et al. 2014). Par
ailleurs, il est indiqué qu’une mutation du géne bec-1 au niveau intestinal rendait inopérant le
mécanisme autophagique induisant une invasion des cellules intestinales par le pathogéne
rendant alors le nématode plus susceptible a l'infection (Curt et al. 2014). De plus, Jia et al.
(2009) a démontré que les deux principaux genes de l'autophagie, bec-1 et Igg-1, sont
impliqués dans la régulation de la voie de I'insuline (DAF-2/ILR) chez les mutants a durée de
vie longue (daf-2).

Bien que l'autophagie ne semble adaptée qu’a [I'élimination de pathogénes
intracellulaires, d’autres études ont pu mettre en évidence qu’elle pouvait induire une
résistance face aux pathogénes habituellement extracellulaires. En effet, il semble que le
facteur de transcription TFEB-1 induit I'expression de génes antimicrobiens dirigés contre S.
aureus (Visvikis et al. 2014) tandis que l'autophagie est capable de prévenir la nécrose
cellulaire dans le cas d’une infection a P. aeruginosa (Zou et al. 2014). Enfin, selon Cohen and
Troemel (2015), ces deux phénoménes ne permettraient pas de réduire la charge bactérienne,

mais favoriseraient une tolérance de I'héte vis-a-vis des pathogénes.

100 | 299



CHAPITRE 4. FOCUS SUR CAENORHABDITIS ELEGANS

Lysosome

Lysosomal hydrolase
Autophagosome b ~ / Autolysosome

]

f o SR
v ) J o ,) :,L- o - ~ ’

Isolation . [= TR
membrane 0% > J\ o A \ i 3. & L

@ o @ \J VR w
N iy © -
VESICLE VESICLE DOCKING VESICLE BREAKDOWN

NUCLEATION ELONGATION & FUSION & DEGRADATION

Figure 16 : Les grandes étapes de I’autophagie

(Meléndez 2009)

PAGE 101 | 299



PREMIERE PARTIE : éTUDE BIBLIOGRAPHIQUE

L’apoptose

L’apoptose ou mort cellulaire programmée (PCD) est un processus cellulaire conservé
utilisé par les organismes pluricellulaires afin de maintenir ’lhoméostasie durant les phases de
développement ainsi que pour prévenir la multiplication de cellules ayant subi des dommages
sur ’ADN. Chez C. elegans, 131 cellules somatiques bien définies subissent I'apoptose
pendant la phase de développement. Par ailleurs, la plupart des effecteurs de I'apoptose
retrouvée chez le ver sont conservés chez les mammiféres (Arvanitis et al. 2013). En plus des
réles habituellement attribués a I'apoptose, certaines études ont mis en évidence qu’elle
permet au nématode une protection efficace contre certains pathogénes. En effet, il s’avere
gu’en présence de S. Typhimurium, une augmentation du nombre de cellules somatiques
mortes a été observée en raison de l'activation de la voie EGL-1/CED-9/CED-4/CED-3
(Aballay and Ausubel 2001). Par la suite, les auteurs ont démontré que la voie de I'apoptose
était directement impliquée dans la réponse immunitaire du nématode. En effet, selon Aballay
et al. (2003), linactivation du géne pmk-1 de la voie p38 MAPK, induit également une
inactivation de I'apoptose. De plus, il apparait que la connexion entre les voies p38 MAPK et
PCD a lieu au travers de CED-9. De ce fait, la combinaison de ces deux voies favorise la
résistance du nématode en sacrifiant certaines de ses cellules afin de limiter I'infection par le

pathogéne.

Les espéces réactives de I'oxygéne (ROS)

Les especes réactives de I'oxygéene (ROS) sont de puissants oxydants (i.e. radical
superoxyde Ox"'—, peroxyde d’hydrogéne H>O2, ozone Og), trés instables, pouvant entrainer
chez les étres vivants de graves dommages en oxydant les protéines, les lipides et surtout en
endommageant I’ADN. Lorsque ces dommages sont trop importants, ceux-ci peuvent
entrainer la mort cellulaire. Cependant, les ROS ne sont pas uniquement délétéres pour les
cellules. En effet, des études ont montré qu’ils jouaient un réle important dans la réponse

immunitaire (Mccallum and Garsin 2016).

La production de ROS par I'héte doit étre régulée spatialement et temporellement de
maniére précise afin de limiter les effets déléteres de ces composés chimiques. Ceux-ci sont
produits par la réduction de I'oxygéne moléculaire par le NADPH, catalysée par des enzymes
de la famille des NADPH oxydase / dual oxydase (NOX/DUOX) (Mccallum and Garsin 2016).
Le génome de C. elegans code pour deux protéines DUOX hautement conservées : Ce-
Duox1/BLI-3 et Ce-Duox2 (Chavez et al. 2009). Ce-Duox1/BLI-3 permet la synthése de ROS
a visée immunitaire au niveau de I'’épiderme, mais aussi de l'intestin notamment en cas
d’infection par C. albicans (Jain et al. 2013). De plus, ces ROS ont deux actions (Figure 17) :

une action inhibitrice directe en tuant I'agent infection et une action indirecte en modulant
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Figure 17 : Mécanismes moléculaires entre ROS et immunité

(Mccallum and Garsin 2016)

Au cours d’une infection par un agent pathogéne, les ROS générées par BLI-3 peuvent
étre utilisées (A) par SKPO-1 pour générer des antimicrobiens plus puissants (B) afin de
maintenir des barrieres de protection ; (C) activer le DAF-16, via I'oxydation de CST-1, pour
augmenter I'expression de génes de réponse immunitaire protecteurs; et/ou (D) en tant que
molécule de signalisation pour activer SKN-1, via la voie p38 MAPK, afin de maintenir
’'hnoméostasie redox au cours de linfection. L’infection par un agent pathogéne stimule
également la libération de ROS mitochondriales (mtROS). Ces mtROS (E) facilitent I'immunité
dépendante de HIF-1 et AMPK. (F) Alternativement, pendant l'infection, la libération de
calcium dépendante de la plaie provoque la libération de mtROS, soulageant ainsi la

répression de 'assemblage d’actine de protection via 'oxydation de RHO-1.
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I'expression des génes de I'immunité via le facteur de transcription DAF-16 et la voie p38
MAPK.

Par ailleurs, il existe une autre source de ROS dans la cellule qui est la mitochondrie.
On parle alors de ROS mitochondriaux (mtROS), dont la synthése est stimulée par la présence
de pathogénes. En effet, il a été montré que I'expression de génes de I'immunité inhibait la

respiration mitochondriale et augmentait la production de mtROS (Mccallum and Garsin 2016).

Une présentation plus détaillée des ROS a été réalisée en Annexe 2.

4.2.2. Les voies de signalisation

Voie DAF-2/Insulin-like receptor (ILR)

La voie DAF-2 (abnormal Dauer formation) / ILR, également appelée DAF-2/IGF
(insulin-like growth factor) est une voie bien caractérisée, d’'un point de vue mécanistique. Elle
est impliquée dans la régulation des phénoménes liés au vieillissement ainsi qu’a I'immunité
de C. elegans (Millet and Ewbank 2004). Cette voie, décrite sur la Figure 18, est activée par
DAF-28, un peptide du type insuline se fixant sur le récepteur membranaire DAF-2. Il en résulte
I'activation de AGE-1 (phosphatidylinositol-8OH kinase) qui va catalyser la phosphorylation du
phosphatidylinositol bisphosphate (PIP2) en phosphatidylinositol triphosphate (PIP3). Par la
suite, PIP3 va d’'une part se fixer sur le complexe AKT-1/AKT-2 ce qui va révéler deux sites de
phosphorylation et d’autre part recruter PDK-1 permettant I’activation par phosphorylation de
AKT-1. Enfin, le facteur de transcription FOXO DAF-16 est phosphorylé par AKT-1 provoquant
de ce fait sa rétention dans le cytoplasme. En revanche, lorsque DAF-2 fixe INS-1 ou lorsque
celui-ci n’est pas exprimé (mutation ou RNAI), la voie n’est pas activée. Ceci se traduit par une
translocation de DAF-16 non phosphorylé depuis le cytoplasme vers le noyau. Ainsi, cette
translocation aura pour effet la régulation de génes de réponse au stress et d’antimicrobiens
(Ewbank 2006).

A l'aide d’analyses sur puces & ADN, Murphy et al. (2003) a mis en évidence que de
nombreux genes d’antimicrobiens étaient sous la dépendance de DAF-16. Parmi les génes
surexprimés, on retiendra lys-7, lys-8 codant pour des lysozymes ainsi que des saposines
(dod-5, spp-1) et des thaumatines (dod-2) ayant des activités antifongiques notamment chez
les plantes. Par ailleurs, des génes impliqués dans la détoxification et dans la résistance aux
stress sont aussi surexprimés comme une métallothionéine (mt/-1), des gluthathion S-
transférases, des catalases (ctl-1 et ctl-2) et des superoxyde dismutases (sod-3). En revanche,
DAF-16 induit une répression de génes réduisant la durée de vie du nématode, comme par

exemple ins-7, un peptide du type insuline/IGF-1, un ligand activant le récepteur DAF-2. Par
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ailleurs, il a été démontré que des nématodes mutés pour le géne daf-2 avaient non seulement
une meilleure longévité par rapport au sauvage, mais aussi une meilleure résistance vis-a-vis

d’une infection par des bactéries Gram+ (Garsin et al. 2003).

Voies des Mitogen-Activated Protein Kinases (MAPK) : p38 MAPK, ERK et JNK

Les voies de transduction du signal mitogen-activated protein kinases (MAPK) sont
évolutivement conservées chez les organismes eucaryotes et assurent la transduction des
signaux en réponse a une variété de stimuli extracellulaires. Chaque voie est composée de
trois classes enzymatiques : les MAPK, les MAPK kinases (MAPKK) et les MAPK kinase
kinases (MAPKKK). La transduction du signal a lieu de la maniére suivante : les MAPKKK

phosphorylent et activent les MAPKK qui en retour phosphorylent et activent les MAPK.

Les classes p38 et JNK de protéines kinases activées par les mitogenes (MAPK) ont
conserveé leur réle évolutif dans le contréle des réponses cellulaires aux stress microbiens et
abiotiques. Chez C. elegans, la voie p38 MAPK est nécessaire pour la résistance aux
infections microbiennes alors que la voie JNK semble plutdét dévouée a la résistance aux stress

induits par les métaux lourds (Kim et al. 2004).

Il a été démontré que les MAPKK MKK4 et MKK7 activent JNK (Tournier ef al. 2001 ;
Wada ef al. 2001), et les MAPKK MKK3 et MKKG6 sont les principaux activateurs de p38 MAPK
(Han et al. 1996 ; Brancho et al. 2003). L’analyse génétique chez la souris suggere des réles
distincts non redondants pour MKK4 et MKK7 dans I'activation de JNK en réponse a différents
stimuli cellulaires (Tournier et al. 2001). Des études similaires sur I'activation de p38 MAPK
par MKK3 et MKK6 suggérent des roles spécifiques en fonction du tissu cellulaire, mais MKKS,
MKK6 et méme MKK4 peuvent également fonctionner de maniere redondante dans I'activation
de p38 MAPK (Brancho et al. 2003).

Aujourd’hui, différentes études ont montré que la voie p38 MAPK (NSY-1, SEK-1,
PMK-1) n’était pas seulement impliquée dans la réponse antimicrobienne, mais également
dans la synthése de glutathion sous l'impulsion d’'un stress oxydatif, du développement

neuronal asymétrique en présence de Ca?+ (Pastuhov et al. 2015).

La voie ERK-MAPK consiste en une cascade de phosphorylations permettant la
transduction de signaux depuis la surface cellulaire vers le noyau. Elle permet notamment le
contréle de différents processus biologiques comme la prolifération et la différenciation
cellulaires (Nishida and Gotoh 1993 ; L. Chang and Karin 2001). Elle est constituée de 3
kinases : LIN-45 (orthologue a RAF-1), MEK-2 (orthologue a MEK-1/2) et MPK-1 (orthologue

a ERK-1/2) permettant I'activation du facteur de transcription SKN-1 comme indiqué Figure 19

106 | 299



CHAPITRE 4. FOCUS SUR CAENORHABDITIS ELEGANS

LIN-45

DAF-2 MEK 2

MPK"' ins- 39

l / daf-28
/_\

SKN y longevity

longevity
DAF-16 —?

Figure 19 : Voie ERK
(Okuyama et al. 2010)

107 | 299



PREMIERE PARTIE : éTUDE BIBLIOGRAPHIQUE

(Okuyama et al. 2010). Par ailleurs, des études ont montré que I'activation de la cascade ERK
permet la prolongation de la durée de vie de C. elegans. En effet, au travers de SKN-1, celle-
cirégule la voie de DAF-2/DAF-16 en réprimant I'expression de peptides analogues a I'insuline
(ligand de DAF-2) comme ins-39 ou daf-28. De plus, MPK-1 phosphoryle des sites clés sur
SKN-1 qui sont requis pour son accumulation dans les noyaux cellulaires. Dans un contexte
infectieux, il a été montré que la présence de la bactérie pathogéne Microbacterium
nematophilum entrainait une réponse de I'héte via la voie ERK. Cette réponse se traduit par
un gonflement de la queue du nématode. Cette réaction permet de prévenir une sévere
constipation qui causerait un arrét prématuré de son développement ainsi que sa stérilité
(Nicholas and Hodgkin 2004).

La famille des c-Jun N-terminal kinases (JNK), sous-groupe des MAPK, est impliquée
dans la transduction du signal li¢ a I'exposition de stress environnementaux de maniére
générale. Chez les mammiféres, ces kinases sont également activées par des cytokines,

comme le facteur de nécrose tumorale (TNF) et I'interleukine 1 (IL-1) (Oh ef al. 2005).

Ainsi, contrairement a la voie de signalisation DAF-2 / ILR, une activation de la voie
JNK se traduit par une déphosphorylation de DAF-16 et donc sa translocation du cytoplasme

vers le noyau (Figure 19).

Voie DBL-1/TGF-8

La voie DBL-1/TGF-B, aussi appelé SMA/MAB a été initialement associée a deux
phénotypes : les vers de petite taille (small body size SMA) et une morphologie anormale de
la queue des méles (male tail abnormal morphology MAB). Ces deux phénotypes sont sous la
dépendance des génes mab-21 et lon-1 (Morita et al. 1999 ; Morita et al. 2002). Néanmoins,
il a été démontré que cette voie était impliquée dans d’autres fonctions biologiques comme
immunité, la reproduction, le vieillissement, etc. tout en étant non essentielle a la survie du
nématode (Gumienny and Savage-Dunn 2005). De méme, les génes mab-21 et lon-1 ne sont
pas impliqués dans la réponse immunitaire du nématode, notamment vis-a-vis d’une infection

a Pseudomonas (Ewbank 2006).

Au contraire de la voie DAF-2/ILR, I'activation de la voie par DBL-1 (Figure 20) entraine
I’expression des genes cibles. dbl-1 code pour un facteur de croissance transformant B (TGF-
B) reconnu par I'hétérotétramére transmembranaire DAF-4/SMA-6. Il en résulte la
phosphorylation et I'activation de trois protéines SMAD : SMA-2, SMA-3 et SMA-4.
Contrairement au facteur de transcription DAF-16 présenté précédemment, la phosphorylation

de ces protéines entraine leurs translocations dans le noyau afin d’activer I'expression de
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génes, parfois en association avec les facteurs de transcriptions SMA-9/Schnurri, LIN-
31/forkead ou MAB-31 (Gumienny and Savage-Dunn 2005 ; J. Ewbank 2006). Ainsi,
I’expression de nombreux génes codants pour des effecteurs antimicrobiens est régulée par
DBL-1 comme des lectines (clec-85), des lysozymes (lys-1, lys-7, lys-8) (Alper et al. 2007),
des lipases (ZK6.7) (Mallo et al. 2002), des P-glycoprotéines (pgp-1, pgp-6) (Liang et al. 2007)

faisant partie de la famille des transporteurs ABC ou bien des caenacines.

D’apres plusieurs études, les génes sma-2, -3 et -4 sont nécessaires a la résistance a
une infection, simultanément ou non. En effet, dans le cas d’'une infection a P. aeruginosa P14,
les trois sont requis alors que dans le cas de D. coniospora, seul sma-3 est nécessaire (Zugasti
and Ewbank 2009).

4.2.3. Les peptides et protéines antimicrobiens

En raison de la diversité de microorganismes que le nématode est amené a rencontrer
au cours de sa vie, celui-ci dispose d’une large gamme de protides ayant une activité
antimicrobienne (AMPs) (Tableau 8) pour faire face a un potentiel contact avec un pathogene
pouvant causer sa mort. En fonction du type d’infection (i.e. bactérienne ou fongique), le
nématode va adapter sa réponse immunitaire en activant ou en réprimant I'expression des

différents genes d’antimicrobiens.

En plus de la nature du pathogene, la localisation du foyer infectieux a un impact direct
sur la réponse antimicrobienne mise en jeu (Figure 22). En effet, lors d’'une infection au niveau
de I’épiderme, la présence du pathogéne induit la synthése et I'excrétion de protéines du type
neuropeptides (NLPs). De plus, le systéeme nerveux du nématode, en réponse a des signaux
environnementaux, va synthétiser des signaux solubles, activés en présence du pathogéne.
Cette activation va conduire a I'excrétion de caenacines (CNCs). Par ailleurs, lors de la
présence de pathogénes dans le tractus digestif, d’autres molécules antimicrobiennes seront
synthétisées en réponse a des dommages cellulaires comme des défensines (ABFs), des
lectines, des caenopores (SPPs) ou bien des lysozymes, tous libérés dans la lumiére

intestinale.

Caenacines (cnc) et protéines de type neuropeptides (nip)

Les familles de protéines analogues aux neuropeptides (NLP) et de caénacines (CNC)
sont des peptides antimicrobiens étroitement apparentés sur le plan phylogénétique. Plusieurs
genes nlp et cnc, tels que nip-29, nip-30, nip-31 et cnc-2 (Couillault et al. 2004 ; Pujol et al.
2008 ; Zugasti and Ewbank 2009), se sont révélés étre exprimés dans I'épiderme du ver

correspondant au foyer infection de D. coniospora. L’expression de cnc-2 n’est activée que
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Tableau 8 : Apercu des familles de génes effecteurs antimicrobiens putatifs chez le nématode

Caenorhabditis elegans

Adapté de Dierking, Yang, and Schulenburg, 2016.

Gene family Abbr. Comment No. of genes
Caen.acms / neuropeptide-like enc/nlp Short pept@es, rlch in glycin 12
proteins and aromatic acid
SAPLIPs (with saposin
Caenopores spp domain) 23
, 2 lysozyme types (entamoeba-
Lysozymes lys/ilys and invertebrate-types) 16
I Sequence homology to insect
Defensin-like AMPs apf and mammalian defensins 6
C-typ.e lectin domain-containing clec Dlvgrse famlly with C-type 583
proteins lectin domain
Fungal-lnduped peptides and fip- fip/fipr Short peptides induced upon 36
related peptides fungal exposure
. . Homologies to anti-fungal
Thaumatin-like proteins thn thaumatins from plants 8
%un/_[\fewous system Siligle
1 - / ' 5
\fi ...... .

Epidermis

Pathogen Pseudocoelom Tt
Emionmental gr———H—
signals * J L
Pathogen
e g —> NLPs Secretion CNCs «— Receptor

receptor ?
5

0o ¢ Activation of ® ° ®
¥ Sg%;g:el sofltjlbvg“gigr?al - Y
Pharynx " Lectins - —Y ABFs )
—)*:Pathoge;f—,lv\t ** ¥ ¥ ** ** %* » Intestinal lumen

ABFs 4——-—f kSPPs &~ TS Lysozymes

Figure 22 : Pathogénes et antimicrobiens chez C. elegans

(Ewbank and Zugasti 2011)
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par une infection fongique, tandis que I'expression de nip-29 est également induite par une
plaie stérile, un stress osmotique ou chez des vers présentant des anomalies épidermiques
(Pujol, Cypowyj, et al. 2008 ; Pujol, Zugasti, et al. 2008 ; Zugasti and Ewbank 2009).

Caenopores (spp)

Les cénopores appartiennent a une ancienne famille de peptides antimicrobiens a
domaine saposine. Elles partagent des similarités avec les protéines du type saposine
(SAPLIPs) comme les lysine NK et granulysine des mammiféres (Leippe 1995 ; Leippe 1999).

lls forment une famille de génes de 23 membres actuellement.

Une analyse treés détaillée de la fonction de SPP-5 a été réalisée par Roeder et ses
collaborateurs (Mysliwy et al. 2010 ; Roeder et al. 2010). Ce caenopore est exclusivement
exprimé dans l'intestin. Le knock-out de spp-5 par RNAi entraine un impact négatif sur I'état
de santé général du ver (ex. production réduite d’ceufs) et la présence trés élevée de bactéries
E. coli OP50 dans l'intestin du nématode (Roeder et al. 2010). Ceci suggere que spp-5 est
nécessaire pour tuer les bactéries ingérées en perméabilisant les membranes. Aussi, une
analyse fonctionnelle de SPP-1, SPP-3 et SPP-12 a montré qu’ils sont capables de

perméabiliser les membranes de différents microorganismes (Murphy et al. 2003).

Malgré les connaissances dont nous disposons sur la fonction des SPP au niveau
peptidique, la régulation de I'expression des génes spp est beaucoup moins bien comprise.
spp-1 et spp-12 ont été identifiés en tant que cibles en aval du facteur de transcription
FOXO DAF-16 (Murphy et al. 2003). Il semble donc que la voie ILR induise I'expression d’au
moins certains génes spp. De plus, I'expression de plusieurs genes spp (spp-1, spp-2, spp-8,
spp-15 et spp-17) est fortement régulée a la hausse en réponse a S. aureus et cette régulation

a la hausse nécessite le facteur de transcription HLH-30 (Visvikis ef al. 2014).

Lysozymes (lys et ilys)

Les lysozymes sont des protéines enzymatiques ubiquitaires retrouvées chez la plupart
des organismes, aussi bien procaryotes, viraux qu’eucaryotes. Ces enzymes sont impliquées
dans les processus antibactériens en raison de leur activité hydrolytique visant le
peptidoglycane. Dans le cas de C. elegans, les lysozymes jouent aussi un réle dans la
digestion des bactéries en participant a leur lyse. Une analyse phylogénétique du génome de
C. elegans a montré la présence de génes codant pour deux types de lysozymes : cinq du
type invertébré (ilys) et dix du type protiste (lys) (Schulenburg and Boehnisch 2008). La
majorité des génes sont exprimés au niveau intestinal bien que certains soient
préférentiellement exprimés dans les neurones (lys-1), les cellules musculaires (lys-7) ou le

pharynx (lys-8).
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Peptides antimicrobiens de type défensine (abf)

Six génes codants pour de facteurs antimicrobiens (abf) présentant de fortes similarités
avec des peptides du type défensine sont présents dans le génome de C. elegans. Diverses
études ont montré un large spectre d’action du peptide ABF-2 présentant des activités anti-
bactéries Gram négatif et anti Gram positif, mais également antifongiques (Kato et al. 2002).
Les voies régulant I'expression de abf-2 ne sont pas totalement élucidées et semblent étre
dépendantes du type d’infection. En effet, dans le cas d’une infection a S. aureus, le facteur
de transcription HLH-30 est requis (Visvikis et al. 2014) tandis que pour C. neoformans, celui-
ci requiert le récepteur scavenger CED-1 (homologue au récepteur humain SCARF1) et
CO3F11.3 (homologue a CD36) (Means et al. 2009). De plus, il s’avére que abf-1 soit
dépendant de I'expression de npr-1 lors d’'une infection a P. aeruginosa (Styer et al. 2008).
Cependant, il s’avére que les autres genes abf ne jouent qu’un rdle limité dans I'immunité

puisque leur expression reste insensible a la présence de pathogene.

Famille des lectines de type C (clec)

La famille de génes CLEC est trés diverse chez C. elegans, comprenant plus de 280
géenes et constituant la septieme famille de génes la plus abondante dans le ver. De plus,
I’expression de la majorité des génes clec de C. elegans est induite par une infection par un
agent pathogéne, ce qui montre un schéma de régulation trés spécifique. De plus, plusieurs
geénes clec sont nécessaires pour la résistance a I'infection, comme le démontrent les analyses
génétiques fonctionnelles utilisant des souches mutantes ou le RNAi (Pees et al. 2016).
Cependant, la fonction exacte des protéines CTLD dans I'immunité de C. elegans n’est
toujours pas claire. A ce jour, une seule étude a évalué la fonction de ces génes dans le
contexte d’une réponse immunitaire au niveau de la protéine, démontrant que les deux
protéines CTLD CLEC-39 et CLEC-49 sont capables de se lier a la bactérie pathogéne S.

marcescens

Peptides antifongiques (fip et fipr)

Deux autres groupes d’effecteurs potentiels sont les peptides induits par les
champignons (fungus-induced peptides fip) et les peptides apparentés au fip (fipr). Ces génes
sont induits dans I'expression lors d’une infection par des agents pathogénes fongiques tels
que D. coniospora, Harposporium spp. et C. albicans (Engelmann et al. 2011; Pukkila-Worley
et al. 2011). Caenorhabditis elegans possede sept genes fip et 29 genes fipr dont I'expression
varie généralement lors de I'exposition a des agents pathogenes. Comme ils codent pour des
protéines d’une taille inférieure a 100 acides aminés et qu’il est prédit qu’ils contiennent des

peptides signal, il est probable que les génes fip et fipr codent pour des AMP. Les preuves
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expérimentales de leur contribution a la défense antifongique ou a l'activité antimicrobienne

de C. elegans sont jusqu’a présent tres limitées (Pujol ef al. 2012).

Cependant, il est nécessaire de s’assurer si les thn sont réellement des effecteurs
antimicrobiens. De plus, il est possible qu’a I'avenir, d’autres familles de génes de C. elegans

possédant une activité antimicrobienne soient découvertes.

4.3. Comment les bactéries lactiques influencent 'immunité chez

C. elegans?

La protection d’un organisme contre un agent pathogéne, que ce soit un mammifére,
un oiseau ou un nématode, implique des voies de signalisation hautement conservées
(Troemel et al. 2006). Chez C. elegans, deux grandes voies de signalisation (Figure 23) sont
impliquées dans la réponse immunitaire innée : les voies de la protéine kinase activée par les
mitogénes (MAPK) et la voie de signalisation a I'insuline / IGF-1 (ILS) également nommé DAF-

2 / récepteur a l'insuline-like (DIR) (Engelmann and Pujol 2010).

C. elegans présente différentes réponses transcriptionnelles selon [l'origine de
I'infection fongique ou bactérienne (Pukkila-Worley et al. 2011 ; Clark and Hodgkin 2014). La
présence de la levure C. albicans induit la répression des effecteurs antimicrobiens. Les
genes fil-1 et clec-71, codant respectivement pour une lipase et une lectine de type C, sont
régulés positivement par P. aeruginosa et S. aureus, mais pas par C. albicans. Les bactéries
a Gram positif et a Gram négatif induisent également une réponse distincte, c’est-a-dire qu’en
présence de P. aeruginosa, il se produira une surexpression des genes crp-3 (peptidase), cyp-
35A2 et cyp-35C1 (cytochrome P450) alors qu’en présence de S. aureus, les génes pmp-1
(transport ABC), gst-28 (glutathion S-transférase) et lys-5 (lysozyme) est surexprimée. Il existe
une réponse immunitaire commune aux trois genres Candida, Staphylococcus et
Pseudomonas, notamment I'induction des genes far-7 (nematode fatty acid retinoid binding)
et de la protéine cyp-37B1 (cytochrome P450), tandis que les genes sams-1 (S-
adénosylméthionine synthétase), acdh-1 (acyl-CoA déshydrogénase) et nhr-114 (ligand
binding domain of nuclear hormone receptor) sont réprimés (Pukkila-Worley et al. 2011 ; Clark
and Hodgkin 2014). Une autre étude a montré que nhr-86 induisait des défenses immunitaires
innées indépendantes du pmk-1 (p38 MAPK) en réponse a P. aeruginosa (Peterson et al.
2019). Enfin, une étude a démontré que la réponse de C. elegans a une infection par B.
thuringiensis présentait des changements significatifs au niveau du protéome, cet effet étant
sous l'influence des protéines kinases activées par 'AMP (AMPK), qui sont supposées étre

des régulateurs de la réponse immunitaire chez le ver (Yang et al. 2015). Du fait de la grande
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Figure 23 : Les trois grandes voies impliquées dans la réponse immunitaire de C. elegans : p38
MAPK, DAF-2 / Insulin-like receptor et JNK

PAGE 115|299



PREMIERE PARTIE : éTUDE BIBLIOGRAPHIQUE

conservation des voies de signalisation impliquées dans I'immunité innée d’une espéce a une
autre, C. elegans pourrait étre un outil intéressant pour la caractérisation moléculaire des voies

immunitaires.

4.4. Utilisation de C. elegans pour étudier les effets antipathogénes

des bactéries lactiques

L’ensemble de ce paragraphe est retrouvé en totalité dans l'article de revue (Annexe

1) et est résumé dans le Tableau 9.

Dans la nature, C. elegans se rencontre dans de nombreuses niches écologiques et
est susceptible d’étre I'héte de levures telles que Candida ou de bactéries telles que
Pseudomonas, Enterococcus. (Clark and Hodgkin 2014), Micrococcus Iuteus, Bacillus
megaterium (Coolon et al. 2009) ou Comamonas aquatica (MacNeil et al. 2013). La plupart
des vers ont leur intestin colonisé par des bactéries, en particulier ceux nourris in vitro avec E.
coli OP50, des I'age de 2 jours (Portal-Celhay et al. 2012).

S. enterica serovar Enteritidis, une entérobactérie pathogéne chez 'homme, est
capable d’induire une mortalité chez C. elegans en quelques jours seulement (40 % en 5 jours)
apres l'invasion de son intestin. Cependant, les jeunes adultes (3 jours) sont résistants a la
fois a la colonisation de leur intestin par Salmonella et a sa pathogénicité par rapport aux vers
agés de 5 jours. Une résistance a I'infection a été mise en évidence chez des adultes agés (7
jours) nourris avec une bactérie probiotique (L. helveticus, L. plantarum, L. rhamnosus, B.
infantis et B. longum) avant I'infection par I'agent pathogéne. Il est intéressant de noter que la
pathogénicité de S. Enteritidis chez le nématode nécessite des bactéries vivantes dans le cas
contraire C. elegans a une durée de vie assez similaire a celle rencontrée avec E. coli OP50.
L. rhamnosus, plantarum et helveticus ont été rapportés, offrant une bien meilleure résistance
a l'infection a S. enterica Enteritidis dans le ver sans limiter sa présence dans l'intestin. Par
conséquent, le mécanisme d’inhibition de la virulence de S. Enteritidis ne serait pas di a la
synthése de composés antimicrobiens, mais a une certaine immunotolérance (lkeda et al.
2007). Rangan et al. ont montré que I'antigene A SagA sécrété par Enterococcus faecium est
suffisant pour promouvoir la tolérance aux agents pathogénes de maniére dépendante de tol-
1, protégeant ainsi C. elegans contre la pathogenese de Salmonella (Rangan et al. 2016).
Cette activité protectrice a également été observée chez la souris. Chez les vers nourris d’E.
faecium L11, il a été démontré que I'expression accrue de genes liés a la voie MAPK (pmk-1
et sek-1) et a la voie TGF-B (dbl-1 et sma-3) contribuait a la résistance contre l'infection a

Salmonella (Sim et al. 2018). Les lysozymes, tels

116 | 299



CHAPITRE 4. FOCUS SUR CAENORHABDITIS ELEGANS

Tableau 9 : Interactions pathogénes — bactéries lactiques étudiées dans I'intestin de C.

elegans
Régne Pathogenes Bactéries lactiques Mécanismes Références
Bacteria S. enterica L. helveticus Immunotolérance lkeda et al. 2007
L. plantarum
L. rhamnosus
B. infantis Non décrit Rangan et al. 2016
B. longum
E. faecium Non décrit Sim et al. 2018
P. aeruginosa L. brevis Non décrit Chelliah et al. 2018
P. acidilatici
P. pentosaceus
S. aureus L. plantarum Non décrit Park et al. 2014
L. zeae
L. casei
L. rhamnosus
L. acidophilus Voies TIR-1, PMK-1 et Kim and Mylonakis 2012
BAR-1
E. coli L. plantarum Non décrit Sharma et al. 2018
(isolats cliniques) L. paracasei Non décrit Sharma et al. 2019
ETEC L. zeae Inhibition de la virulence Zhou et al. 2014
L. casei des E. coli
L. plantarum Non décrit Heo et al. 2018
L. rhamnosus
EHEC E. faecalis Inhibition de la virulence Neuhaus ef al. 2017
L. acidophilus Inhibition de la virulence Kim et al. 2006
L. pneumophila  B. infantis Voie p38 MAPK Komura et al. 2010
E. faecalis L. acidophilus Voies TIR-1, PMK-1 et Kim and Mylonakis 2012
BAR-1
Fungi C. albicans L. rhamnosus Voies DAF-16, p38 MAPK Poupet, Saraoui, et al.

L. paracasei

Inhibition de la
filamentation

2019 ; Poupet, Veisseire,
et al. 2019
de Barros et al. 2018
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que LYS-8 qui est sous le contrdle de dbl-1 et sma-3, et les lectines ont été identifiées comme
des peptides antimicrobiens qui contribuent a la défense des nématodes contre I'infection
(Millet and Ewbank 2004).

En ce qui concerne la colonisation de lintestin, la condition préalable pour qu’une
souche microbienne soit reconnue comme probiotique (s’il est utilisé par voie orale) est
actuellement controversée (Rousseau 2004 ; Nivoliez et al. 2012). Bien que le LG2055 ait eu
des effets positifs sur le ver et que sa présence dans l'intestin ait été confirmée, il est incapable
de le coloniser (Nakagawa et al. 2016). Il serait intéressant de suivre la population LG2055
pour préciser si elle constitue une flore transitoire ou si elle est détruite dans le tube digestif. Il
a également été démontré que L. plantarum, ainsi que L. zeae LB1 et L. casei CL11, ont été
en mesure de coloniser l'intestin de C. elegans et de se maintenir, aprés 5 jours, au-dessus
de 4,3 UFC.mL" par ver (ce qui est supérieur aux 3,2 UFC.mL-! par ver obtenus avec L.
rhamnosus GG), contribuant ainsi a linhibition de S. aureus en stimulant le systeme
immunitaire inné, mais les mécanismes sous-jacents ne sont pas clairement définis (Park et
al. 2014). Une autre étude évaluant 15 souches probiotiques, notamment L. plantarum K90 et
L. paracasei CD4, montrant une augmentation de la durée de vie du nématode, a montré que
la capacité de colonisation intestinale differe entre les souches testées (Sharma et al. 2018).
La derniére étude de Sharma suggére que les souches probiotiques adhérées inhibent la
fixation des souches pathogenes d’E. coli sur les cellules intestinales de C. elegans, bloquant
les sites récepteurs et réduisant la colonisation par des agents pathogenes (Sharma et al.
2019). Dans I'étude d’lkeda et al., les bactéries lactiques n’ont pas été en mesure de réduire
la colonisation de l'intestin par I'agent pathogéne, ce qui peut indiquer I'absence de synthése
de composés antimicrobiens (lkeda et al. 2007). Cette absence d’inhibition de la colonisation
de l'intestin par un agent pathogéne a également été démontrée avec E. coli entérotoxinogéne
(ETEC), une souche mortelle pour C. elegans, en présence de L. zeae LB1 et L. casei CL11.
Dans le cas présent, la protection du ver par les probiotiques est due a linhibition de la
synthése des entérotoxines dont le mécanisme n’est pas encore compris (Zhou et al. 2014).
Les deux lactobacilles, ainsi que les souches L. plantarum JDFM LP11 et L. rhamnosus GG
(Heo et al. 2018) sont capables de coloniser l'intestin du ver et se trouvent a un taux de 10* a
105 UFC.ver, soit autant que pour ETEC. La pertinence de la colonisation intestinale, qu’elle
soit chez ’THomme ou chez le modeéle C. elegans, pour une souche probiotique d’exercer son
effet optimal doit encore étre étudiée.

La souche E. coli entérohémorragique (EHEC) O157:H7 présente également une
pathogénicité significative pour C. elegans, réduisant ainsi sa durée de vie par rapport a une

bactérie avirulente. Une étude utilisant le probiotique E. faecalis (commercialisé sous le nom
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de Symbioflor® (Symbiopharm, Herborn, Allemagne)) a montré qu’E. faecalis exercgait un effet
protecteur, réduisant de maniére significative la mortalité de C. elegans due aux EHEC. Un
mélange E. faecalis - E. coliO157:H7 a restauré en partie une durée de vie, mais différente
de celle observée avec E. coliOP50 ou Symbioflor® seul. Il est intéressant de noter ici la
potentialisation de I'effet anti-EHEC de la souche E. faecalis par le Symbioflor®, une substance
galénique. Cet effet bénéfique d’E. faecalis s’explique par le fait que le probiotique régule
négativement un grand nombre de génes associés a la virulence d’E. coli O157:H7, tels que
espA, espB, espD (codant pour I'élément structural LEE) ou sepQ (protéines formant des
pores) (Neuhaus ef al. 2017). Cependant, les génes stx1B et stx2B codant pour les sous-
unités de la toxine de type Shiga ne sont pas réprimés en présence du probiotique (Neuhaus
et al. 2017), comme c’est le cas avec L. acidophilus (Kim et al. 2006). Les auteurs ont émis
I’hypothese que l'inactivation de la toxine peut s’expliquer par le fait que E. coli et E. faecalis
sont lysés par le broyeur du ver et que les fragments d’E. faecalis inhibent la fixation des
toxines sur les récepteurs cellulaires (Neuhaus et al. 2017). Au début de I'infection par E. coli
entérohémorragique, la voie p38 MAPK, impliquée dans la réponse immunitaire innée, est

induite par la toxine Stx-1 (Chou et al. 2013).

Dans le cas de L. pneumophila, il apparait que lorsque C. elegans adulte est nourri
avec B. infantis puis exposé a L. pneumophila, une résistance significativement accrue a
'agent pathogéne a été observée bien que B. infantis n’ait pas réduit la quantité d’agent
pathogene dans l'intestin. Ce renforcement du systéeme immunitaire impliquerait, comme pour

la longévité, le systeme de signalisation PMK-1 / p38 MAPK (Komura et al. 2010).

Dans une autre étude, un isolat clinique de L. paracasei a augmenté de 29 % la survie
de C. elegans infecté par C. albicans. Cette longévité prolongée s’est accompagnée de
I'inhibition de la filamentation de C. albicans ATCC 18804, empéchant la rupture de la cuticule
des vers de 27 %. Une régulation négative des genes tec1 et ume6 essentiels a la production
d’hyphes a été suggérée pour expliquer la réduction de la filamentation de C. albicans (de
Barros et al. 2018).

De plus, des réponses bactériennes opposées ont été mises en évidence.
L’alimentation de C. elegans avec L. acidophilus aura pour effet de protéger le ver contre les
infections a E. faecalis et S. aureus pathogénes, mais pas contre P. aeruginosa (Kim and
Mylonakis 2012) qui est une bactérie Gram positive. De méme, I’exposition de C. elegans a
une bactérie a Gram négatif non pathogéene, Pseudomonas mendocina, aura une action
positive contre les infections de I'agent pathogéne P. aeruginosa PA14 (Clark and Hodgkin
2014). Cette bactérie produit notamment des composés toxiques (phénazines) dont la plus

caractérisée est la pyocyanine, toxique pour le ver da a la génération d’espéces réactives de
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'oxygéne (Cezairliyan et al. 2013). Toutes ces données montrent que I'effet bénéfique ou
délétere d’une bactérie sur C. elegans reste dépendant de la souche, ce qui laisse supposer
qgu’une caractérisation des mécanismes d’interaction est nécessaire. Une question se pose
alors concernant ces effets contradictoires d’'une méme souche pour des applications futures

sur la santé humaine.

En conclusion, concernant les effets anti-pathogénes des probiotiques observés chez
C. elegans, il semble que seule une partie des voies de signalisation ait été caractérisée. De
plus, le rbéle de la colonisation intestinale des probiotiques dans la résistance aux agents
pathogénes n’est pas clairement évalué et dépendrait de la souche. De ce fait, une autre
application utilisant le ver serait de tester le potentiel anti-pathogéne de consortiums de
microorganismes (bactéries et champignons) plutét que d’un seul microorganisme.
Cependant, il convient de rappeler qu’'un nombre grandissant d’études sur les interactions
entre pathogénes et probiotiques ont été réalisées avec C. elegans. De plus, en raison des
homologies avec ’'Homme, les résultats obtenus peuvent étre extrapolés a ’lhomme, en tenant
compte des biais. Par conséquent, le ver représente un modéle pertinent et complémentaire
aux modeles in vitro et aux essais cliniques puisque les modéles animaux sont peu nombreux

et souvent peu adaptés.
s. Conclusion

Les études utilisant C. elegans comme modéle in vivo dans le but de caractériser le
potentiel probiotique de souches bactériennes sont largement axées sur les bactéries
lactiques. Les objectifs de ces études concernent I’étude du mode d’action de ces bactéries et
ont été appliqués aux interactions hote-pathogéne. Ces études ont été facilitées par la
découverte de microbes naturels infectant C. elegans, notamment de bactéries, de
champignons et de virus. Nombre de ces microbes partagent un site d’infection commun,
l'intestin de C. elegans, qui est le site d’exposition a de hombreux pathogenes, comme chez
les eucaryotes supérieurs. La plupart des études portent sur I'effet anti-pathogéne de souches
bactériennes qui pourraient étre utilisées pour lutter contre les agents pathogenes humains,
mais le principal défi consiste maintenant a approfondir la compréhension des mécanismes
impligués dans les capacités antimicrobiennes des microorganismes potentiellement
bénéfiques.

La grande majorité de la littérature montre que les bactéries lactiques utilisées comme
souches probiotiques exercent des effets extrémement bénéfiques sur C. elegans, que ce soit

sur les stress biotiques et abiotiques ou sur I'immunité. Le fait que le ver présente des
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similitudes génétiques et physiologiques avec les humains représente une valeur ajoutée par
rapport aux stratégies de culture cellulaire in vitro visant a étudier les mécanismes
moléculaires des probiotiques (LBM ou LBM). C. elegans présente un large éventail de
perspectives pour explorer les interactions entre les régnes biologiques et résoudre les
questions relatives a I'aspect moléculaire de ces interactions. Il représente un outil rapide et
peu colteux pour le criblage des collections de microorganismes en fonction de caractéeres
probiotiques spécifiques. Compte tenu de la liste des avantages et des applications existantes
et futures énumérées dans ce chapitre, C. elegans représente un moyen puissant et
bioéthique de mieux concevoir, voire de remplacer les tests onéreux qui utilisent des animaux
comme les rongeurs et comme intermédiaire pertinent des modéles in vitro et mammiféres.
De plus, il apparait de plus en plus évident qu’avoir recourt a des méthodes intégratives pour
étudier des microorganismes d’intérét est nécessaire. Mélant approches in vitro, in vivo et ex
vivo, les technologiques omiques (génomique, transcriptomique, protéomique,
métabolomique, ...) ont redéfini la compréhension de la biologie des probiotiques en
permettant I'exploration de nouvelles voies de criblages et d’étude de tels microorganismes
(Papadimitriou et al. 2015).

Néanmoins, il convient de rappeler qu’aucun modele (in vitro ou in vivo) ne peut se
substituer a la nécessité de mettre en ceuvre des essais cliniqgues qui eux seuls permettent
réellement une caractérisation fiable et non biaisée des mécanismes d’action de

microorganismes chez I'Homme.
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Chapitre 1.

Matériels et méthodes

1. Cultures des souches microbiennes

I.I. Souches microbiennes

Les différentes expériences ont été réalisées sur les souches microbiennes
Lactobacillus rhamnosus Lcr35® (biose®, France), Escherichia coli OP50 (Caenorhabditis
Genetic Center, University of Minnesota, USA) et Candida albicans ATCC® 10231™ (biose®,

France).
1.2. Milieux de culture

La croissance de L. rhamnosus Lcr35® est réalisée sur le milieu De Man Rogosa et
Sharpe (MRS) soit sous forme de gélose (AES laboratoire, France) (72 heures a 37 °C) ou
soit sous forme de bouillon (Fluka Analytical, USA) (24 heures a 37 °C) selon les protocoles.
De la méme maniéere, la souche E. coliOP50 est cultivé en bouillon Luria-Bertani (LB)
(Laboratorios Conda S.A., Espagne) ou sur gélose a I'infusion de cceur-cervelle (BHI) (Biokar
diagnostics, France) (24 heures a 37 °C). Enfin, la croissance de C. albicans ATCC® 10231™
est réalisée sur le milieu Sabouraud Chloramphénicol également sous forme gélosée ou de
bouillon (Biokar diagnostics, France) (48 heures a 37 °C) pour les expériences menées in vitro.
Pour les expériences in vivo, cette croissance est réalisée sur bouillon a I'Extrait de levure,

Peptones et Glucose (YPG) ajusté a pH = 6,5 (48 heures a 37 °C ; composition en Annexe 2).

Dans le cas de tests nécessitant des souches bactériennes potentialisées, leurs
bouillons de culture sont additionnés de thiosulfate de sodium (STS) a raison 1 g de STS par
litre de milieu.

2. Expérimentations in vitro : inhibition de la croissance et

de la formation de biofilm de C. albicans

L’inhibition de la croissance de C. albicans par la souche probiotique Lcr35° a été

examinée a l'aide de la lignée cellulaire d’adénocarcinome colorectal humain Caco-2 (Pinto ef
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al. 1983). Les cellules Caco-2 ont été cultivées dans le milieu essentiel de Eagle modifié par
Dulbecco (DMEM, Life Technologie, Villebon-sur-Yvette, France) complété par 20 % de sérum
de veau feetal inactivé (Life Technologie) a 37 °C sous 5 % de CO.. Pour les tests, les cellules
ont été ensemencées a une concentration de 3,5.10° cellules.puits dans des plaques a 24
puits (Dutscher, Brumath, France) et placées dans des conditions de croissance pendant 24 h.

Les souches Lcr35® et C. albicans ont été cultivées selon Nivoliez et al. (2012).

Approche préventive

Aprés croissance, le milieu de culture cellulaire a été retiré et remplacé par 1 mL de
DMEM et 250 pL de culture Lcr35° (108 UFC.mL") dans chaque puits et incubé pendant 24 h.
Deux cent cinquante microlitres de culture de C. albicans a différentes concentrations (102,
108, 104, 105, 108 et 107 UFC.mL-") ont été ajoutés a chaque puits. Aprés une incubation de 24
et 48 h, l'inhibition de C. albicans par Lcr35° a été évaluée. 100 microlitres de suspension ont
été prélevés dans chacun des puits et le nombre de bactéries et/ou de levures viables a été
déterminé en étalant des dilutions en série des suspensions sur géloses MRS ou Sabouraud.
Pour la mesure de la formation de biofilm de C. albicans, aprés une incubation de 48 h, les
puits ont été lavés deux fois avec 0,5 mL de PBS et les cellules ont été récoltées avec 1 mL
de trypsine a 37 °C. Comme pour le test d’inhibition, le nombre de bactéries et/ou de levures
viables a été déterminé en étalant des dilutions en série des suspensions sur géloses MRS ou
Sabouraud. Les milieux ont été incubés a 37 °C pendant 72 h (MRS) ou 48 h (Sabouraud).

Chaque test a été effectué trois fois indépendamment et contenait deux répétitions techniques.

Approche curative

Aprés croissance, le milieu de culture cellulaire a été retiré et remplacé par 1 mL de
DMEM et 250 yL de culture de C. albicans (107 UFC.mL-') dans chaque puits et incubé
pendant 24 h. Lcr35° (250 pL de culture (108 UFC.mL")) a été ajouté dans chaque puits et
incubé pendant 48 h. L’inhibition de C. albicans par Lcr35° a été évaluée pendant (24 h) et
apres la co-incubation (48 h). Pour la mesure de la formation de biofilm de C. albicans, aprés
une incubation de 48 heures, les puits ont été lavés deux fois avec 0,5 mL de PBS et les
cellules ont été récoltées avec 1 mL de trypsine a 37 °C. Les dénombrements ont été réalisés
comme décrit dans le paragraphe relatif a 'approche préventive. Chaque essai, effectué trois

fois indépendamment, contenait deux répétitions techniques.
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3. Expérimentations in vivo

3.1. Culture du nématode Caenorhabditis elegans

3..I.  Souches de C. elegans

L’ensemble des souches de nématodes utilisées ont été obtenues auprés du

Caenorhabditis Genetic Center de I'Université du Minnesota (Minneapolis, USA). Le nom des

souches, leurs génotypes ainsi que les conditions de croissance sont indiqués dans le

Tableau 10.
Tableau 10 : Liste des souches de Caenorhabditis elegans
Température Température
Nom de la p P
Génotype Caractéristique pour pour les
souche , . L .
I’entretien  expérimentations
N2 Sauvage 20 °C 20 °C
zIs356 IV [daf -16p : : daf - .
THS6  16alb:iGRP + ol Groissance ot roproduston emes  20°C 20°C
6(su1006)]
Stérile a température ambiante
AU37 glp-4(bn2) I; sek-1(km4) X. Sensible aux pathogenes (voie p38 15°C 20/25°C

MAPK)

GR1307 daf-16(mgDf50) | Pas d’expression de daf-16 20 °C 20 °C
Temperature sensitive dauer constitutive.
Maintain at 15C. 100% dauers at 25C.
CB1370 daf-2(e1370) llI 15% dauer formation at 20C. Long-lived. 15 °C 15°C
M-MATING+LOW TEMPERATURE
ONLY
Mutation sur le facteur de o o

LG333 skn-1(zu135) IV; gels7 transcription skn-1 (voie p38 MAPK) 20°C 20°C
VC8 jnk-1(gk7) IV. Mutation sur le géne jnk-1 (voie JNK) 20 °C 20 °C
KU4 sek-1(kma) X. Mutation sur le géne sek-1 (voie p38 20 °C 20 °C

MAPK)

3.1.2. Maintenance des nématodes

Le maintien et la croissance des nématodes sont réalisés sur milieu gélosé Nematode

Growth Medium (NGM) enrichi dont la composition est donnée en Annexe 2. Pour cela, 100 pL

de culture d’E. coli OP50 en bouillon LB sont étalés a la surface de la gélose a I'aide d’un

rateau puis incubés a 37 °C pendant 24 heures.

Les nématodes sont récoltés a I'aide de 5 mL de tampon M9 et transféré dans un tube

a fond conique de 50 mL et centrifugé pendant 2 minutes a 1500 rpm. Le culot est ensuite

transféré sur les géloses NGM précédemment ensemencées avec E. coli OP50 en prenant
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soin de les faire refroidir a température ambiante. Les nématodes sont alors incubés a 20 °C,

sauf mention contraire indiquée dans le Tableau 10

3.1.3. Synchronisation

Les différences d’age au sein d’'une population de vers sont une source de biais trés
important pouvant entrainer une grande variabilité dans la réponse de I'animal vis-a-vis du
traitement expérimental appliqué. En effet, I'état physiologique de I'animal évoluant de maniére
significative avec I'age, il peut, par exemple, se montrer davantage résistant a une infection a

un certain stade alors qu’il peut posséder une susceptibilité accrue ultérieurement.

En pratique, il est nécessaire de réaliser une synchronisation a partir d’'une population
contenant soit des ceufs libérés sur le milieu de culture, soit des adultes gravides. Ceux-ci sont
récoltés avec du tampon M9 a raison de 5 mL par boite de Pétri. La suspension obtenue est
centrifugée a 1500 rpm pendant 2 minutes puis le surnageant est délicatement retiré. Cinqg mL
de Worm Bleach (2,5 mL de tampon M9, 1,5 mL d’eau de Javel et 1 mL d’hydroxyde de
sodium 5N) sont ajoutés au culot. L’'ensemble est vigoureusement mélangé au vortex pendant
3 minutes ou jusqu’a la rupture de l'intégrité de la cuticule du ver (i.e. les vers sont lysés).
L’action de I'eau de Javel est stoppée par ajout de 40 mL de tampon M9 suivi d’'une agitation
par retournement. La suspension d’ceufs est ensuite lavée deux fois par centrifugation a 1500
rpom pendant 2 minutes, le surnageant étant retiré délicatement et remplacé par 20 mL de
tampon M9. Les ceufs sont incubés pendant 24 heures a 25 °C sous agitation douce afin de
permettre leur éclosion. Le M9 ne contenant aucune source nutritive pour les nématodes,
ceux-ci verront leur développement stoppé au premier stade larvaire (L1). Une fois éclos, les
larves sont transférées sur milieu NGM préalablement ensemencé avec E. coli OP50 (100 pL
par boite, incubation a 37 °C pendant 24 heures) et incubé a 20 °C pendant 48 heures afin

gu’ils atteignent le stage L4 / jeune adulte (72 heures pour la souche TJ356).
3.1. Préparation des géloses contenant les souches microbiennes

Une fois les souches microbiennes cultivées dans leurs bouillons respectifs, celles-ci
sont centrifugées (4000 rpm pendant 15 minutes) et lavées avec du tampon M9 afin d’obtenir
des suspensions a 100 mg.mL" de microorganismes. Cent microlitres de suspension de
Lcr35® ou d’E. coliOP50 (100 mg.mL™") ont été étalés sur des géloses NGMY + 0,12 mM
FUdR et incubés a 37 °C pendant une nuit. Concernant C. albicans, 100 pL de suspension ont
été étalés sur des géloses cceur cervelle (BHI) (Biokar Diagnostics, Beauvais, France) + 0,12

mM de FUdR et incubés a 37 °C pendant une nuit.
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3.2. Evaluation de la croissance de C. elegans

La quantité ainsi que la qualité de la source nutritive sont des parameétres ayant une
grande influence sur la physiologie du nématode affectant aussi bien la vitesse de croissance
que sa taille. Pour cela, aprés avoir atteint le stade L4, les vers sont transférés sur des boites
de NGMY préalablement ensemencées avec la souche probiotique Lcr35® ou E. coli OP50
comme contrble, et leurs tailles ont été mesurées quotidiennement pendant trois jours. La
longueur du corps du ver a été déterminée a I'aide du logiciel ImageJ comme décrit par Mérck
et Pilon (Morck and Pilon 2006) et comparée aux vers alimentés par E. coli OP50. Au moins

10 nématodes par expérience ont été imagés dans au moins trois expériences indépendantes.

Les vers adultes individuels ont été photographiés a I'aide d’'un microscope Evos FL

(Invitrogen, Eugene, USA, grossissement 10X).
3.3. Evaluation dela longévité de C. elegans

Les vers L4 ont été transférés sur NGMY avec 0,12 mM de 5— fluorodésoxyuridine
FUdR (Sigma, Saint-Louis, Etats-Unis) pour éviter I'éclosion des ceufs et ensemencés avec
100 uL de souche microbienne a 100 mg.mL"' (~ 50 vers par boite) comme indiqué
précédemment. Les boites ont été conservées a 20 ° C et les vers vivants ont été comptés
chaque jour jusqu’a la mort de tous les animaux. Un animal était considéré comme mort
lorsqu’il ne réagissait pas a une stimulation mécanique douce. Cet essai a été réalisé sous

forme de trois expériences indépendantes avec trois boites par condition.
3.4. Effets de L. rhamnosus Lcr3s® sur la candidose

Une alimentation séquentielle avec Lcr35® ou E. coli OP50 et C. albicans a été induite
chez C. elegans. En tant que groupe témoin, une contamination monotypique a été induite

chez C. elegans par inoculation avec seulement C. albicans, Lcr35® ou E. coli OP50.

Etude de survie : approche préventive

Le test de survie a été réalisé conformément aux travaux de de Barros (de Barros et
al. 2018), avec quelques modifications. Au cours d’un traitement préventif, les jeunes adultes
ont été placés sur des géloses contenant Lcr35° a 20 °C pendant différents temps (2, 4, 6 et
24 h). Ensuite, les vers ont été lavés avec du tampon M9 pour éliminer les bactéries avant
d’étre placés sur des géloses contenant C. albicans pendant 2 h a 20 °C. Les nématodes
infectés ont été lavés a I'aide d’'un tampon M9 avant d’étre transférés dans une plaque de

microtitration a 6 puits (environ 50 vers par puits) contenant 2 mL de BHI / M9 (20 % / 80 %)
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+ milieu de dosage liquide FUdR a 0,12 mM par puits et incubé a 20 °C. Pour les groupes
témoins (c’est-a-dire, E. coli OP50 + C. albicans, uniquement E. coli OP50, Lcr35® uniquement
et C. albicans uniquement), les vers ont été traités de la méme maniére. Les nématodes
étaient observés quotidiennement et étaient considérés comme morts lorsqu’ils ne
répondaient pas a une stimulation mécanique douce. Cet essai a été réalisé sous forme de

trois expériences indépendantes contenant trois puits par condition.

Etude de survie : approche curative

Pour la réalisation du test en condition curative, le méme protocole a été utilisé a
I'exception que les nématodes ont d’abord été mis en présence de C. albicans avant d’étre

transféré sur les géloses contenant Lcr35° ou E. coli OP50.
3.5. Etude de la présence de C. albicans dans intestin du ver

Approche préventive

Pour étudier la colonisation de I'intestin du ver par I'agent pathogene C. albicans, une
coloration fluorescente de la levure a été réalisée. La levure a été colorée a la rhodamine 123
(Yeast Mitochondrial Stain Sampler Kit, Invitrogen), conformément aux instructions du
fabricant. Une culture fraiche de C. albicans a été réalisée dans un bouillon de YPG comme
décrit précédemment, 1,6 uL de rhodamine 123 a 25 mM a été ajouté a 1 mL de suspension
de C. albicans et incubé a température ambiante a I'obscurité pendant 15 min. Le colorant en
exces a été éliminé par centrifugation (14000 tr / min pendant 5 min a 4 °C) (centrifugeuse
Beckman J2-MC, Beckman Coulter, Brea, USA) et lavé avec 1 mL de tampon M9. Par la suite,
les nématodes ont été nourris avec E. coli OP50 ou Lcr35® sur NGMY pendant 4 h, puis avec
C. albicans marqué sur gélose BHI pendant 72 h. Les nématodes ont ensuite été visualisés a

I'aide d’un microscope a fluorescence a un grossissement de 100X (Evos FL, Invitrogen).

Approche curative

La levure a été colorée au DAPI (Thermo Scientific, Karlsruhe, Allemagne)
conformément aux instructions du fabricant. Une culture fraiche de C. albicans a été réalisée
dans un bouillon de YPG comme décrit au paragraphe 2.1., 10 yL de DAPI a 300 nM ont été
ajoutés a 1 mL de suspension de C. albicans et incubés a température ambiante a 'obscurité
pendant 15 minutes. Le colorant en excés a été éliminé par centrifugation (14000 rpm pendant
5 minutes a 4 °C) (centrifugeuse Beckman J2-MC, Beckman Coulter, Brea, USA) et lavé avec
1 mL de tampon M9. Par la suite, les nématodes ont été nourris sur C. albicans marqué sur

des géloses BHI pendant 72 h, puis sur E. coliOP50 ou Lcr35® sur des géloses NGMY
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pendant 24 h. Les nématodes ont ensuite été visualisés a l'aide d’'un microscope a

fluorescence a un grossissement de 100X (Evos FL, Invitrogen).

3.6. Etude du transcriptome de C. elegans

3.6.1. Extraction des ARN

Afin de pouvoir quantifier I'expression de génes chez C. elegans, une extraction des
ARN du ver doit étre effectuée. Cette extraction est réalisée sur 10000 vers en utilisant la
méthode au TRIzol. Ces vers sont mis en présence de 500 yL de TRIzol dans un tube
contenant des microbilles de verre (PowerBead Tubes Glass 0.1 mm, Mo Bio Laboratories,
USA) puis lysés a I'aide du Precellys® 24 (Bertin instruments, France) en effectuant deux
cycles de 30 secondes. Le tube est centrifugé puis le surnageant est transféré dans 100 pL
de chloroforme et incubé a température ambiante pendant 3 minutes. Le mélange est
centrifugé a 12000 rpm pendant 12 minutes a 4 °C (centrifugeuse Eppendorf 5430 R,
Eppendorf, Allemagne) et le surnageant incolore est transféré dans un nouveau tube

Eppendorf afin d’étre traité une seconde fois au chloroforme.

Le second surnageant incolore est mis en présence de 250 pL d’'isopropanol et incubé
a température ambiante pendant environ 4 minutes puis centrifugé a 12000 rpm pendant 10
minutes a 4 °C. Le surnageant est éliminé délicatement et les ARN sont précipités en ajoutant
1000 pL d’éthanol a 70 % (Sigma, USA). Le précipité centrifugé a 14000 rpm pendant 5
minutes a 4 °C puis séché a I'air libre avant d’étre dissous dans 20 pL d’eau RNase-free.

La quantité d’ARN obtenue est dosée en utilisant par NanoDrop (Thermo Fisher

Scientific, USA). Les échantillons sont stockés a -80 °C jusqu’a utilisation.

3.6.2. Analyse transcriptomique ciblée

3.6.2.1. Reverse transcription des ARN en ADNc

Les ARN extraits sont traités par réverse transcription dans le but d’obtenir une banque
d’ADNc. Cette réverse transcription est réalisée au moyen du kit «High-Capacity cDNA
Archive kit» (Applied Biosystems, USA). La réaction de polymérisation est effectuée en tube
de 0,2 mL dont la composition est la suivante :

e Tampon 10X :5 L e Reverse transcriptase : 2.5 pL
e dNTP25X:2uL e ARN:0,5a2ugqsp 35,5 pL deau.

e Random primers 10X : 5 uL
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Cette réverse transcription est effectuée en thermocycleur 3Prime (TECHNE®,
Royaume-Uni) selon le programme H202 (10 minutes a 25 °C suivis par 120 minutes a
37 °C).

La quantité d’ADNc obtenue est dosée par NanoDrop puis les échantillons sont stockés

a -80 °C jusqu’a utilisation.

3.6.2.2. PCR quantitative

Afin d’étudier le niveau d’expression de génes d’intérét chez C. elegans en fonction
des conditions expérimentales appliquées, une PCR quantitative (QPCR) est réalisée sur

I’ADN complémentaire issue de la réverse transcription des ARN messagers extraits.
Chaque échantillon est composé de la maniére suivante :

e 6,25 uL de mix gPCR (Rotor Gene® e 1,25 uL d’amorces anti-sens
SYBR® Green PCR kit) e 1,25yl deau

e 1,25 uL d’amorces sens
e 2,5uL d’ADN complémentaire (ou d’eau pour le contrble négatif NTC).

Un triplicat sera réalisé pour chaque échantillon. La réaction de PCR ainsi que le suivi
de I'amplification seront effectués au moyen du thermocycleur Rotor Gene Q Qiagen selon le

programme suivant :
e 4 minutesa 94 °C
e 30 secondes a 94 °C
e 30secondes alaTm répété 35 fois
e 60 secondesa72°C
e Gradient de température : 65 a 95 °C

Les séquences des amorces permettant le ciblage des fragments de génes a amplifier,
que ce soient des génes de ménages avec un niveau d’expression constant au cours du temps
que des genes d’intéréts sont renseignées dans le Tableau 11. Les amorces ont été fournies

par Eurogentec (Eurogentec, Seraing, Belgique).
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Tableau 11 : Séquences des oligonucléotides utilisés comme amorces en PCR quantitative

Nom du Type de Séquences des amorces Numéro

géne géne sens (F) et antisens (R) d’accession Ref.

- F : ATCCACAGACCGACGTGTTT Semple et

cdc-42  Réference R : GTCTTTGAGCAATGATGCGA ROTG3.T a1 2010
N F : CGAGAACCCGCGAAATGTCGGA Hoogewijs
Y45F10D.4 Référence R - CGGTTGCCAGGGAAGATGAGGE Y45F10D.4 et al. 2008
o F : AAAAGATTTGGCTGGTCAGAGA Nakagawa
daf-2 Interét R: TTTCAGTACAAATGAGATTGTCAGC 2009”5 o1l 2016
. F : TTCAATGCAAGGAGCATTTG Nakagawa
aat-16 Interet R : AGCTGGAGAAACACGAGACG MBI ot al 2016
o F : GCCGATGGAAAGTGGTTTTA Nakagawa
sek-1 Interét R : TAAACGGCATCGCCAATAAT RO3G5.2 /.1 2016
. F : CCGACTCCACGAGAAGGATA Nakagawa
pmk-1 Interét R : AGCGAGTACATTCAGCAGCA PO2183  etal 2016

o —_ F : TCGTCCGTTCCCTTTTCCTT g:r“fi%eJi’
R : CCTCTCTTAATAAGAGCACC of al. 2019

. Poupet

F : CCCAATCCAGTATGAAGTTG :

fipr-22/23 Intérét ) Saraoui,
R : ATTTCAGTCTTCACACCGGA of al. 2019

o téret F : ATGCTTCGCTACATTCTCGT g;’;%it;
R : TTACTTTCCAATGAGCATTC of al. 2019

Les séquences des amorces ciblant les génes abf-2, firp-22, fipr-23 et cnc-4 ont été
déterminées in silico a I'aide d’'un script Perl / BioPerl présenté en Annexe 3. Pour les
genes fipr-22 et fipr-23, une analyse bioinformatique a montré une trés forte similarité entre
les séquences des deux genes (96 % d’identité). Par conséquent, il n’est pas possible de

différencier les deux génes par RT-PCR quantitative.

3.6.3. Analyse transcriptomique exhaustive par Next Generation

Sequencing

3.6.3.1. Traitement a la DNase I

Afin de réaliser une analyse transcriptomique par séquencage, il est nécessaire
d’effectuer au préalable un traitement a la DNase | dans le but d’éliminer une éventuelle
contamination par I'ADN génomique. Ce traitement est réalisé a l'aide du kit Ambion

(Invitrogen).
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Pour cela, 10 ug d’ARN total repris dans 10 pL d’eau RNase-free sont mélangés a 5 pL
de tampon 10X, a 35 yL d’eau RNase-free et a 0,5 uL de DNase I. Les échantillons sont
ensuite incubés pendant 30 minutes a 37 °C. 0,5 yL de DNase | sont a nouveau ajoutés dans
le but de réaliser un traitement rigoureux. Une nouvelle incubation & 37 °C pendant 30 minutes
est ensuite réalisée.

Enfin, la DNase | est inactivée en ajoutant 5 uyL de DNase Inactivation Reagent
préalablement resuspendu par vortex. Les échantillons sont incubés pendant 2 minutes a
température ambiante et sont vortexés 2 a 3 fois. lls sont ensuite centrifugés a 10000 rpm
pendant 2 minutes a 4 °C. Le surnageant est ensuite récupéré et conservé a -80 °C jusqu’a

utilisation.

3.6.3.2. Séquencage des ARN messagers

Les ARN messages ont été analysés a I'aide d’un séquenceur lllumina HighSeq 2500
par la technique SBS (Sequence By Synthesis). Il s’agit ici d’'un séquencgage orienté single
read 50 nucleotides. La préparation des librairies, le s€quencgage, le prétraitement informatique
ainsi que I'analyse de I'expression différentielle ont été réalisés par la plateforme Montpellier
GenomiX (MGX).

3.6.3.3. Analyse fonctionnelle par Gene Ontology

A partir des génes différentiellement exprimés de maniére significative (p-value ajustée
inférieure a 0,05), une analyse Gene Ontology a été réalisée. Pour cela, les génes ont été triés
en fonction de leur expression (sous-expression ou surexpression) et selon que les vers
étaient en contact avec une seule souche microbienne ou une culture séquentielle. Les listes
obtenues ont alors été analysées a laide du package R topGO (Alexa and
Rahnenfuhrer 2019). Trois niveaux d’analyses ont été considérés : biological process,
molecular function et cellular component. Seuls les GO termes significativement enrichichis
(test de Fisher, p < 0,05) ont été retenus et représentés graphiquement a I'aide de l'interface

en ligne WEGO (http://wego.genomics.org.cn/).
3.7. Localisation cellulaire du facteur de transcription DAF-16

L’étude de la localisation cellulaire du facteur de transcription DAF-16 a été réalisée
selon Fatima et al. (2014) a l'aide de la souche transgénique TJ356 exprimant de maniére
constitutive DAF-16 :: GFP. Une fois adultes, les vers ont été exposés transférés sur géloses
NGM contenant E. coli OP50 ou Lcr35® ou sur géloses BHI contenant C. albicans. Ceux-ci ont

été incubés pendant 2, 4, 6, 24 et 76 heures a 20 °C. En parallele, une approche préventive a
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été réalisée. Pour cela, les nématodes ont été traités par E. coli OP50 ou Lcr35® pendant 4
heures a 20 °C sur gélose NGM puis infectés par C. albicans sur gélose BHI pendant 2 heures

a 20 °C. Par la suite, les nématodes ont été photographiés 2, 4, 6 et 24 heures apres l'infection.

La translocation du facteur de transcription DAF-16 :: GFP a été déterminée en
évaluant I'accumulation de GFP dans les noyaux cellulaires de C. elegans par microscopie a

fluorescence (Evos FL, Invitrogen) au grossissement x40.
4. Analyses statistiques

Les données de survie de C. elegans ont été modélisées par la méthode de Kaplan-
Meier et les différences ont été analysées a l'aide du test du log-rank a 'aide du logiciel R

version 3.5.0 et des packages survival et survminer.

En ce qui concerne l'inhibition de la croissance de C. albicans, de la formation de
biofilm, la croissance de C. elegans et I'expression des génes analysés par RT-PCR
quantitative, les différences entre les conditions ont été déterminées par une analyse de
variance (2-way ANOVA) suivi par le test post-hoc de différence significative minimale (LSD)
de Fisher a l'aide du logiciel GraphPad Prism version 7.0a pour Mac OS X (GraphPad
Software, La Jolla, California, USA).

Une p-value inférieure a 0,05 sera considérée comme significative.
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La récurrence accrue des infections a C. albicans est associée a une plus grande
résistance aux médicaments antifongiques. Cela implique la mise en place de protocoles
thérapeutiques alternatifs, tels que les live biotherapeutic microorganisms dont le potentiel
antifongique a déja été démontré a l'aide de modeles précliniques (cultures cellulaires,
animaux de laboratoire). Comprendre les mécanismes d’action des microorganismes
probiotiques est devenu un besoin stratégique pour le développement de nouveaux
traitements pour 'Homme. Ici, nous avons étudié les propriétés prophylactiques anti-C.
albicans de L. rhamnosus Lcr35® en utilisant le modeéle cellulaire in vitro Caco-2 et le modéle
in vivo C. elegans. Dans les cellules Caco-2, nous avons montré que la souche Lcr35® inhibait
de maniéere significative la croissance (~ 2 logio UFC.mL") et I'adhésion (150 a 6300 fois
moins) de l'agent pathogéne. De plus, Lcr35® exerce une activité prolongévité chez le
nématode (+ 42,9 %, p = 3,56.10%), et protége I'animal de l'infection fongique (+ 267 % de
survie, p < 2.10-'%) méme si la levure est toujours détectable dans son intestin. Au niveau
mécanistique, nous avons observé en présence de Lcr35° la répression des génes de la voie
de signalisation p38 MAPK et des genes codant pour des molécules antifongiques, suggérant
que l'agent pathogéne ne semble plus étre détecté par le systéeme immunitaire du ver.
Cependant, le facteur de transcription DAF-16 / FOXO, impliqué dans la longévité et la réponse
antipathogene de C. elegans, est mobilisé par Lcr35°. Ces résultats suggerent que la bactérie
agit en stimulant son héte via DAF-16, mais également en supprimant la virulence de I'agent

pathogéne.

Ce travail a donné lieu a une publication dans une revue internationale a comité de

lecture.

Lactobacillus rhamnosus Lcr35 as an effective treatment for preventing Candida
albicans infection in the invertebrate model Caenorhabditis elegans: first mechanistic
insights
Cyril Poupet, Taous Saraoui, Philippe Veisseire, Muriel Bonnet, Caroline Dausset, Marylise
Gachinat, Olivier Camarés, Christophe Chassard, Adrien Nivoliez, Stéphanie Bornes

PLOS One (2019)

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0216184
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Abstract

The increased recurrence of Candida albicans infections is associated with greater resis-
tance to antifungal drugs. This involves the establishment of alternative therapeutic proto-
cols, such as probiotic microorganisms whose antifungal potential has already been
demonstrated using preclinical models (cell cultures, laboratory animals). Understanding
the mechanisms of action of probiotic microorganisms has become a strategic need for the
development of new therapeutics for humans. In this study, we investigated the prophylactic
anti-C. albicans properties of Lactobacillus rhamnosus Lcr35® using the in vitro Caco-2 cell
model and the in vivo Caenorhabditis elegans model. In Caco-2 cells, we showed that the
strain Lcr35® significantly inhibited the growth (~2 log CFU.mL™") and adhesion (150 to
6,300 times less) of the pathogen. Moreover, in addition to having a pro-longevity activity in
the nematode (+42.9%, p = 3.56.107°), Lcr35% protects the animal from the fungal infection
(+267% of survival, p < 2.107') even if the yeast is still detectable in its intestine. At the
mechanistic level, we noticed the repression of genes of the p38 MAPK signalling pathway
and genes involved in the antifungal response induced by Lcr35%, suggesting that the patho-
gen no longer appears to be detected by the worm immune system. However, the DAF-16/
FOXO transcription factor, implicated in the longevity and antipathogenic response of C. ele-
gans, is activated by Lcr35%. These results suggest that the probiotic strain acts by stimulat-
ing its host via DAF-16 but also by suppressing the virulence of the pathogen.

1 Introduction

Candida albicans is a commensal yeast found in the gastrointestinal and urogenital tracts [1,2
and is responsible for various diseases ranging from superficial infections affecting the skin to
life-threatening systemic pathologic states i.e., candidemia [3]. Its pathogenicity is based on

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0216184 November 6, 2019

1/20

PaAGcE 138|299



CHAPITRE 2. ETUDES DES PROPRIETES PREVENTIVES DE LCR35®

®'PLOS|ONE

Lcr35 as a candidiasis preventive treatment

of these authors are articulated in the ‘author
contributions’ section. The funders did not
otherwise have any role in the study design, data
collection and analysis, decision to publish, or
preparation of the manuscript.

Competing interests: The authors have read the
journal’s policy and the authors of this manuscript
have the following competing interests: Adrien
Nivoliez (AN) and Caroline Dausset (CD) had an
institutional affiliation with the company biose,
which manufactures Lcr35 products. The doctoral
thesis of Cyril Poupet (CP) is partially financed by
the company biose. This does not alter our
adherence to PLOS ONE policies on sharing data
and materials. There are no patents, products in
development or marketed products to declare.

several factors, such as the formation of biofilms, thigmotropism, adhesion and invasion of
host cells, secretion of hydrolytic enzymes [3] and the transition from yeast to hyphal fila-
ments, which facilitates its spread [4,5].

There is an increase in the number of fungal infections, mainly due to the increaseraise in
resistance to drugs [6,7] and to the limited number of available antifungals, some of which are
toxic [8]. In addition, it is very common that antifungal treatments destabilize, more or less
severely, the host commensal microbiota, leading to dysbiosis [9] which is favourable to the
establishment of another pathogen or recurrence. In addition, because of the presence of simi-
larities between yeasts and human cells (i.e., eukaryotic cells), the development of novel mole-
cules combining antifungal activity and host safety is particularly complicated [8]. These
different elements demonstrate the need to develop new therapeutic strategies. These aimed at
effectively treating a fungal infection while limiting the health risks for the host; in particular,
by preserving the integrity of its microbiota. The use of probiotics to cure candidiasis or fun-
gal-infection-related dysbiosis is part of these novel strategies [10-12]. The World Health
Organization (WHO) and the Food and Agriculture Organization of the United Nations
(FAO) define probiotics as “live microorganisms, which, when administered in adequate
amounts, confer a health benefit on the host” [13]. Under this appellation of probiotics, a wide
variety of microbial species, are found within both prokaryotes and eukaryotes (yeasts, such as
Saccharomyces), although these are mainly lactic bacteria, such as the genera Lactobacillus and
Bifidobacterium [14]. Currently, a new name is increasingly used to replace the term probiotic:
live biotherapeutic products (LBP). These LBP are biological products containing live biother-
apeutic microorganisms (LBM) used to prevent, treat or cure a disease or condition of human
beings, excluding vaccines [15].

In this issue, we focused on L. rhamnosus Lcr35"™, which is a well-known probiotic strain
whose in vitro and in vivo characteristics are widely documented [16-23]. It is a gram-positive
bacterium commercialized by biose™ as a pharmaceutical product for more than 60 years for
preventive and curative gastrointestinal and gynaecological indications. Nivoliez et al. demon-
strated the probiotic properties of the native strain such as resistance to gastric acidity and bile
stress and lactic acid production. Under its commercial formulations, the Lcr35™ strain has
the ability to adhere to intestinal (Caco-2, HT29-MTX) and vaginal (CRL -2616) epithelial
cells, but the inhibition of pathogen adhesion to intestinal cells by Lcr35™ has not been investi-
gated by the authors. This study has also shown that Lcr35™ leads to a strong inhibition of vag-
inal (C. albicans, Gardnerella vaginalis) and intestinal (enterotoxigenic and enteropathogenic
Escherichia coli (ETEC, EPEC), Shigella flexneri) pathogens [24]. These probiotic and antimi-
crobial effects have been observed during clinical trials, but we know little about the molecular
mechanisms underlying these properties. Randomized trials conducted in infants and children
have shown that preventive intake of probiotics has a positive impact on the development of
infectious or inflammatory bowel diseases by reducing their symptoms and maintaining the
balance of the microbiota [25]. In vitro and in vivo studies using preventive approaches have
revealed certain mechanisms of action of probiotics [26].

Up to now, most probiotics used in both food and health applications are selected and char-
acterized on the basis of their properties obtained with in vitro models [27] before being tested
on complex in vivo models (murine models) and in human clinical trials. The in vitro studies
are used mainly for ethical and cost issues [28] but also allow experimentations under defined
and controlled conditions. As a result, some strains meeting the criteria for in vitro selection
no longer respond in vivo and vice versa [29]. This fact reinforces the idea that in vitro and in
vivo tests are complementary and necessary for the most reliable characterization of probiotic
properties.
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Here, we propose to use both in vitro Caco-2 cell culture and the invertebrate host C. ele-
gans as an in vivo model to investigate microorganism-microorganism-host interactions.
Caco-2 cells are a well-characterized enterocyte-like cell line. They are a reliable in vitro system
to study the adhesion capacity of lactobacilli as well as their probiotic effects, such as protection
against intestinal injury induced by pathogens [30,31]. Nevertheless, the use of in vivo models,
which are closer to the complex environment of the human body, is inevitable in the case of a
mechanistic study. Indeed, while rudimentary models such as C. elegans or Drosophila exhibit
obvious benefits for (large) screening purposes, they are also not devoid of relevance in deci-
phering more universal signalling pathways, even related to mammalian innate immunity
[32]. With its many genetic and protein homologies with human beings [33], C. elegans has
become the ideal laboratory tool for physiological as well as mechanistic studies. This round-
worm has already been used to study the pathogenicity mechanisms of C. albicans. The work
of Pukkila-Worley has demonstrated a rapid antifungal response in C. elegans with the overex-
pression of antimicrobials encoding genes such as abf-2, fipr-22, fipr-23, cnc-7, thn-1 and chiti-
nases (cht-1and T19H5.1) or detoxification enzymes (oac-31, trx-3). It has also been shown
that C. albicans hyphal formation is a key virulence factor that modifies gene expression in the
C. elegans killing assay [34]. Some of these genes are notably dependent on the highly con-
served p38 MAPK signalling pathway [35]. Several recent studies have established that the
transition from yeast morphology to hyphal form is largely dependent on environmental
parameters. It is also controlled by C. albicans genetic factors, such as eIF2 kinase Gen2 [36] or
SPT20 [37], whose mutations induce a decrease in virulence of the pathogen and an enhanced
survival of the host. However, few studies have been conducted with the nematode on the use
of probiotic microorganisms for the treatment of C. albicans fungal infection [38].

In this context, the aim of this study was to evaluate the effect of the Lactobacillus rhamno-
sus Ler35™ strain on the prevention of fungal infection due to C. albicans using the in vitro cel-
lular model Caco-2 and the in vivo model C. elegans. To overcome the experimental limits of
the in vitro model, we conducted a mechanistic study solely on the C. elegans model. The
worm survival and gene expression in response to the pathogen and/or the probiotic were
evaluated.

2 Material and methods
2.1 Microbial strains and growth conditions

The E. coli OP50 strain was provided by the Caenorhabditis Genetics Center (Minneapolis,
MN, USA) and was grown on Luria Broth (LB, Miller’s Modification) (Conda, Madrid, Spain)
at 37 °C overnight. The L. rhamnosus Lcr35"™ strain was provided by biose™ (Aurillac, France)
and was grown in de Man, Rogosa, Sharpe (MRS) broth (bioMérieux, Marcy I'’Etoile, France)
at 37 °C overnight. C. albicans ATCC 10231 was grown in yeast peptone glucose (YPG) broth
pH 6.5 (per L: 10 g yeast extract, 10 g peptone, 20 g glucose) at 37 °C for 48 h. Microbial sus-
pensions were spun down for 2 min at 1,500 rpm (Rotofix 32A, Hettich Zentrifugen, Tuttlin-
gen, Germany) and washed with M9 buffer (per L: 3 g KH,PO,, 6 g Na,HPO,4, 5 g NaCl, 1 mL
1 M MgSOy,) to obtain a final concentration of 100 mg.mL ™"

2.2 Influence of Lcr35™ on C. albicans growth and on C. albicans biofilm
formation on Caco-2 cell monolayers
Growth inhibition of C. albicans by the probiotic strain Lcr35™ was examined using the

human colorectal adenocarcinoma cell line Caco-2 [39]. Caco-2 cells were grown in Dulbec-
co’s modified Eagle’s minimal essential medium (DMEM, Life Technologie, Villebon-sur-
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Yvette, France) supplemented with 20% inactivated foetal calf serum (Life Technologie) at

37 *C with 5% CO, in air atmosphere. For the assays, the cells were seeded at a concentration
of 3.5x10° cells.well ' in 24-well plates (Dutscher, Brumath, France) and placed in growth con-
ditions for 24 h. Microbial strains were grown according to Nivoliez et al. [24]. After growth,
cell culture medium was removed and replaced by 1 mL of DMEM and 250 uL of Ler35™ cul-
ture (108 CFU.mL™) in each well and incubated for 24 h. Two hundred and fifty microliters of
C. albicans culture at different concentrations (102, 10%, 10% 10°, 10° and 107 CFU.mL™") were
added to each well. After incubation for 24 and 48 h, the inhibition of C. albicans by Lcr35™
was evaluated. One hundred microliters of suspension were taken from each of the wells, and
the number of viable bacteria and/or yeasts was determined by plating serial dilutions of the
suspensions onto MRS or Sabouraud agar plates. For the measurement of C. albicans biofilm
formation, after incubation for 48 h, the wells were washed twice with 0.5 mL of PBS and cells
were harvested with 1 mL of trypsin at 37 °C. For the inhibition assay, the number of viable
bacteria and/or yeasts was determined by plating serial dilutions of the suspensions onto MRS
or Sabouraud agar plates. The plates were incubated at 37 °C for 72 h (MRS) or 48 h (Sabour-
aud). Each assay was performed three times independently and contained two technical
replicates.

2.3 C. elegans maintenance

C. elegans N2 (wild-type) and TJ]356 (daf-16p::daf-16a/b::GFP + rol-6(sul006)) strains were
acquired from the Caenorhabditis Genetics Center. The nematodes were grown and main-
tained at 20 °C on nematode growth medium (NGM) (per L: 3 g NaCl; 2.5 g peptone; 17 g
agar; 5 mg cholesterol; 1 mM CaCly; 1 mM MgSQOy, 25 mL 1 M potassium phosphate buffer at
pH 6) plates supplemented with yeast extract (4 g.L”") (NGMY) and seeded with E. coli OP50
[40]. For all experiments, wild-type C. elegans N2 were used except for the study of the localiza-
tion of DAF-16 (T]356 strain).

2.4 C. elegans synchronization

To avoid variations in results due to age differences, a worm synchronous population was
required. Gravid worms were washed off using M9 buffer and spun down for 2 min at 1,500
rpm. Five millilitres of worm bleach (2.5 mL of M9 buffer, 1.5 mL of bleach, 1 mL of 5 M
sodium hydroxide) was added to the pellet and vigorously shaken until adult worm body dis-
ruption. The action of worm bleach was stopped by adding 20 mL of M9 buffer. The egg sus-
pension was then spun down for 2 min at 1,500 rpm and washed twice with 20 mL of M9
buffer. Eggs were allowed to hatch under slow agitation at 25 °C for 24 h in approximately 20
mL of M9 buffer. L1 larvae were then transferred onto NGMY plates seeded with E. coli OP50
until they reached the L4/young adult stage.

2.5 C. elegans bodyb size measurement

Individual adult worms were imaged using an Evos FL microscope (Invitrogen, Eugene, USA,
10X magnification). After reaching the L4 stage, they were transferred onto NGMY plates pre-
viously seeded with the probiotic strain Lcr35™, and their sizes were measured daily for three
days. The length of the worm body was determined using Image] software as described by
Moérck and Pilon (41) and compared to E. coli OP50-fed worms. At least 10 nematodes per
experiment were imaged in at least three independent experiments.
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2.6 C. elegans lifespan assay

Synchronous L4 worms were transferred to NGMY with 0.12 mM 5-fluorodeoxyuridine
FUdR (Sigma, Saint-Louis, USA) to avoid egg hatching and seeded with 100 pL of microbes at
100 mg.mL™" microbial strain (~50 worms per plate) as previously stated. The plates were kept
at 20 °C, and live worms were scored each day until the death of all animals. An animal was
scored as dead when it did not respond to a gentle mechanical stimulation. This assay was per-
formed as three independent experiments with three plates per condition.

2.7 Effects of L. rhamnosus Lcr35™ on candidiasis in C. elegans

Sequential feeding with Lcr35™ and C. albicans were induced in C. elegans in all experiments
(preventive assays). As control groups, monotypic contamination was induced in C. elegans by
inoculation with only C. albicans, Lcr35™ or E. coli OP50.

2.7.1 Preparation of plates containing probiotic bacteria or pathogenic yeasts. One
hundred microliters of Lcr35™ or E. coli OP50 suspension (100 mg.mL™") was spread on
NGMY + 0.12 mM FUdR plates and incubated at 37 °C overnight. Concerning C. albicans
strains, 100 L of suspension was spread on Brain Heart Infusion BHI (Biokar Diagnostics,
Beauvais, France) + 0.12 mM FUdR plates and incubated at 37 °C overnight.

2.7.2 Survival assay: Preventive treatment. The survival assay was performed according
to the work of de Barros [38], with some modifications. During a preventive treatment, young
adult worms were placed on plates containing Lcr35™ at 20 °C for different times (2, 4, 6 and
24 h). Next, the worms were washed with M9 buffer to remove bacteria prior to being placed
on C. albicans plates for 2 h at 20 °C. Infected nematodes were washed off plates using M9
buffer prior to being transferred to a 6-well microtiter plate (approximately 50 worms per
well) containing 2 mL of BHI/M9 (20%/80%) + 0.12 mM FUdR liquid assay medium per well
and incubated at 20 °C. For the control groups (i.e., E. coli OP50 + C. albicans, E. coli OP50
only, Ler35™ only and C. albicans only), worms were treated in the same way. Nematodes
were observed daily and were considered dead when they did not respond to a gentle mechani-
cal stimulation. This assay was performed as three independent experiments containing three
wells per condition.

2.8 Colonization of C. elegans intestine by C. albicans

To study the colonization of the worm gut by the pathogen C. albicans, fluorescent staining of
the yeast was performed. The yeast was stained with rhodamine 123 (Yeast Mitochondrial
Stain Sampler Kit, Invitrogen) according to the manufacturer’s instructions. A fresh culture of
C. albicans was performed in YPG broth as described before, 1.6 pL of rhodamine 123 at 25
mM was added to 1 mL of C. albicans suspension and incubated at room temperature in the
dark for 15 min. The unbound dye was removed by centrifugation (14,000 rpm for 5min at 4
°C) (Beckman J2-MC Centrifuge, Beckman Coulter, Brea, USA) and washed with 1 mL of M9
buffer. Subsequently, the nematodes were fed with E. coli OP50 or Lcr35™ on NGMY plates
for 4 h and then with labelled C. albicans on BHI plates for 72 h. The nematodes were then
visualized using a fluorescence microscope at 100X magnification (Evos FL, Invitrogen).

2.9 RNA isolation and RT- quantitative PCR

Approximately 10,000 worms were harvested from NGMY plates with M9 buffer. Total RNA
was extracted by adding 500 uL of TRIzol reagent (Ambion by Life Technologies, Carlsbad,
USA). Worms were disrupted using a Precellys (Bertin Instruments, Montigny-le-Bretonneux,
France) and glass beads (PowerBead Tubes Glass 0.1 mm, Mo Bio Laboratories, USA). Beads

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0216184 November 6, 2019 5/20

PAGE 142 | 299



CHAPITRE 2. ETUDES DES PROPRIETES PREVENTIVES DE LCR35®

B PLOS |ONE

Lcr35 as a candidiasis preventive treatment

Table 1. C. elegans gene primers for QPCR analysis. GOI: Gene of interest.

Gene name Gene type Forward Primer (5’- 3°) Reverse Primer (5’- 3°) Reference
cdc-42 housekeeping ATCCACAGACCGACGTGTTT GTCTTTGAGCAATGATGCGA [42]
Y45F10D.4 housekeeping CGAGAACCCGCGAAATGTCGGA CGGTTGCCAGGGAAGATGAGGC [43]
daf-2 GOI AAAAGATTTGGCTGGTCAGAGA TTTCAGTACAAATGAGATTGTCAGC [44]
daf-16 GOI TTCAATGCAAGGAGCATTTG AGCTGGAGAAACACGAGACG [44]
sek-1 GOI GCCGATGGAAAGTGGTTTTA TAAACGGCATCGCCAATAAT [44]
pmk—l GOI CCGACTCCACGAGAAGGATA AGCGAGTACATTCAGCAGCA [44]
abf-Z GOI TCGTCCGTTCCCTTTTCCTT CCTCTCTTAATAAGAGCACC This Study
Sfipr-22/fipr-23 GOI CCCAATCCAGTATGAAGTTG ATTTCAGTCTTCACACCGGA This study
cnc-4 GOI ATGCTTCGCTACATTCTCGT TTACTTTCCAATGAGCATTC This Study

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0216184.t1001

were removed by centrifugation at 14,000 rpm for 1 min (Eppendorf™ 5415D, Hamburg, Ger-
many), and 100 pL of chloroform was added to the supernatant. Tubes were vortexed for 30
seconds and incubated at room temperature for 3 minmin. The phenolic phase was removed
by centrifugation at 12,000 rpm for 15 min at 4 “C. The aqueous phase was treated with chloro-
form as previously described. RNA was precipitated by adding 250 pL of isopropanol for 4
min at room temperature and spun down at 12,000 rpm for 10 min (4 °C). The supernatant
was discarded, and the pellet was washed with 1,000 puL of 70% ethanol. The supernatant was
discarded after centrifugation at 14,000 rpm for 5 min (4 “C), and the pellet was dissolved in
20 uL of RNase-free water. RNA was reverse-transcribed using a High-Capacity cDNA
Archive kit (Applied Biosystems, Foster City, USA) according to the manufacturer’s instruc-
tions. For real-time qQPCR assay, each tube contained 2.5 pL of cDNA, 6.25 uL of Rotor-Gene
SYBR Green Mix (Qiagen GmbH, Hilden, Germany), 1.25 puL of 10 uM primers (reported in
Table 1) (Eurogentec, Seraing, Belgium) and 1.25 pL of water. All samples were run in tripli-
cate. Rotor-Gene Q Series Software (Qiagen GmbH) was used for the analysis. In our study,
two reference genes, cdc-42 and Y45F10D.4, were used in all the experimental groups. The
quantification of gene-of-interest expression (Egor) was performed according to the following
formula [41] taking into account the efficiency of the PCR for each primer pair and normaliz-
ing the expression of the gene of interest by two reference genes (cdc-42 and Y45F10D.4):

(GOI efficiency)"“c"
\/ (cdc — 42efficiency) "~ x (YA5F10D.4 efficiency) v

EGOI .

The worms fed with E. coli OP50 were used as control conditions for the gene expression
calculation.

2.10 Statistical analysis

Data are expressed as the mean + standard deviation.

The C. elegans survival assay was examined using the Kaplan-Meier method, and differ-
ences were determined using the log-rank test with R software version 3.5.0 [45], and the sur-
vival [46] and survminer [47] packages. For C. albicans growth inhibition and biofilm
formation and C. elegans growth and gene expression of the genes analysed, differences
between conditions were determined by a two-way ANOVA followed by a Fisher’s Least Sig-
nificant Difference (LSD) post hoc test using GraphPad Prism version 7.0a for Mac OS X
(GraphPad Software, La Jolla, California, USA). A p-value < 0.05 was considered significant.
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2.11 DAF-16 nuclear localization

DAF-16 nuclear localization was followed as described elsewhere [48] using a transgenic TJ-
356 worm strain constitutively expressing the DAF-16 transcription factor combined with
GFP (DAF-16::GFP). Once adults, worms were exposed to a single strain: E. coli OP50,
Lcr35™ or C. albicans for 2, 4, 6,24 and 76 h at 20 “C. A preventive approach was also con-
ducted: worms were placed in the presence of E. coli OP50 or Lcr35™ for 4 h and then C. albi-
cans for 2 hh. The nematodes were subsequently imaged 2, 4, 6 and 24 h after infection. The
translocation of DAF-16::GFP was scored by assaying the presence of GFP accumulation in
the C. elegans cell nuclei using a fluorescence microscope at 40X magnification (Evos FL,
Invitrogen).

3 Results
3.1 Anti-C. albicans effects of Lcr35™ on Caco-2 cell monolayer

3.1.1 Growth inhibition of CC. albicans. In the presence of Caco-2 cells, regardless of the
concentration of the C. albicans inoculum, the yeast grew to similar concentrations that ranged
from 7.48 + 0.39 to 7.83 + 0.34 log CFU.mL " after 48 h of incubation. When prophylactic
treatment was used, i.e., when the Caco-2 cells were pre-incubated with the probiotic Lcr35"™,
we observed an inhibition of C. albicans growth. Indeed, the bacterium induced a significant
inhibition of the yeast growth of 2 log CFU.mL"", which then reached a concentration ranging
from 5.40 + 0.07 to 6.05 + 0.25 log CFU.mL . Two different inhibition profiles were observed
after 48 h. On the one hand, when the inoculum was highly concentrated (7 log CFU.mL™),
we observed a decrease in the yeast population, which is a sign of cell death. On the other
hand, when the inoculum was less concentrated (2 to 4 log CF U.mL™), we noticed that the
yeast was able to grow, although its growth seemed to stop between 5.32 + 0.36 and 5.51 + 0.14
log CFU.mL™" (Table 2).

3.1.2 Inhibition of C. albicans biofilm formation. After 48h of incubation, the C. albi-
cans biofilm contained between 5.78 log CFU.mL™" (inoculum at 10* CFU.mL™") and 8.69 log

Table 2. Evolution of the concentration of C. albicans in the presence or absence of Lcr35™ on Caco-2 cell monolayers.

Length of incubation (hh)
Concentration of C. albicans inocula (CFU.mL™) With or without Lcr35™ 0 24 48

107 with 7.25 £0:51 6.39+£0.73 6.05 + 0.25 ****
without 6.77 £ 0.10 7.29 +0.23 7.78 £ 0.41

10° with 5.85+0.25 547%DA3 5.73 £0.00™**
without 5.76 +0.18 7.42 +0.27 7.69 £ 0.20

10° with 4.77 £ 0.41 5.01 £012 ** 5.49 £ 0.04 ****
without 4.60 £ 0.28 7.60 = 0.69 7.83 £0.34

10* with 3.69 £0.21 4.92 +0.54 5.51 £0.14
without 8.72£0:13 7.09 £ 0.59 7.48 £ 0.39

10? with 2.56 £ 0.34 3.59 £ 0.25 5.51 £0.16****
without 2.30+£0.17 6.60 £ 0.28 7.93 +0.45

10> with 1.34 £ 0.31 3.18 +£0.76 5.32+£036™
without 1.34+ 0.38 6.18 £ 1.01 7.80 +0.27

The results are expressed as log;o CFU.mL™ of yeast alone (controls) or co-incubated with Lcr35™ (mean + standard deviation). A comparison between the conditions
with and without Ler35™ was performed using a two-way ANOV A followed by a Fisher’s LSD post hoc test
(p < 0.05:%;p < 0.01: **; p < 0.001: ***; p < 0.0001: ****)

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0216184.t002
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CFU.mL"! of yeast (inoculum at 10’ CFU.mL™"). However, since the cells were pre-exposed to
Lcr35™ and for the same C. albicans inocula, we observed a significant decrease in the amount
of yeast in the biofilm: 4.32 to 5.16 log CFU.mL "', which corresponded to an inhibition rang-
ing from 1.46 to 3.53 log. The strongest inhibition was observed in the case where the inocu-
lum of C. albicans was the most concentrated (Fig 1).

3.2 Effects of Lcr35™ on C. elegans physiology

3.2.1 Ler35™" extends the C. elegans lifespan.  We investigated the effects on C. elegans
lifespan induced by either the pathogenic yeast C. albicans or the probiotic Lcr35™. Feeding
adult nematodes with the probiotic strain resulted in a significant increase in the mean life-
span compared to E. coli OP50-fed worms (p = 3.56.10°) evolving from 7 to 10 days
(+42.9%), whereas C. albicans had no impact on the mean lifespan of C. elegans. On the
other hand, when C. albicans was used as a feeding source, worms displayed a significantly
reduced longevity (p = 1.27.10"%), which dropped from 16 to 14 days (-12.5%). Lcr35™ did
not increase the worm longevity compared to E. coli OP50 (Fig 2). These results showed that
the probiotic strain ameliorated the mean lifespan without increasing the life expectancy of
the worm.

3.2.2 Ler35™ does not modify C. elegans growth. The body size of Ler35™ fed nema-
todes was compared to that of E. coli OP50-fed worms. Feeding worms with the probiotic
strain did not significantly change the growth rate or body size, as they all reached their maxi-
mal length after three days (Fig 3).

10+
without Lcr35® -
m with LCr35® Foke kK T

N I

T
0 _' _I _I .I 'I _I
2 3 4 5 6 7

log,,(C. albicans inoculum concentration in CFU.mL")

H
1

log,o(C. albicans concentration in CFU.mL")
N

Fig 1. Determination of the C. albicans concentration in the biofilm in the presence or absence of Lcr35™ (10%
CFU.mL™") on the Caco-2 cell monolayer (mean + standard deviation). Different concentrations of yeast were
tested, and the amount present in the biofilm was evaluated after 48 h of incubation. Comparison between conditions
with and without Lcr35™ was performed using a two-way ANOVA followed by a Fisher’s LSD post hoc test (p < 0.05:
*5p < 0.01: %5 p < 0.001: ***; p < 0.0001: ****).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0216184.9001
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Fig 2. Influence of Lactobacillus rhamnosus Lcr35"™ and C. albicans on the lifespan of the C. elegans wild-type N2
strain. Worms were fed E. coli OP50 (n = 285), C. albicans ATCC 10231 (n = 242), and Lcr35™ (n = 278). The mean

lifespan, where half of the population was dead, is represented on the abscissa. The asterisks indicate the p-values (log-
rank test) with E. coli OP50 as a control (p < 0.05: *; p < 0.01: **; p < 0.001: ***).

https:/doi.org/10.1371/journal.pone.0216184.g002

3.3 Effect of Lcr35™ preventive treatment on candidiasis

3.3.1 Effect of Lcr35™ on C. elegans survival after C. albicans exposure. When C. ele-

gans was sequentially exposed to Lcr35™ for 2 h prior to being infected by C. albicans, the

H OP50
W Lcr35®

1400+
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400+

200+

Time (days)

ns

ns

Fig 3. Growth of C. elegans (adult) on E. coli OP50 and on Lcr35™. All results are represented as means +/- standard

deviations (ns: statistically not significant).

https:/doi.org/10.1371/journal.pone.0216184.9003
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Fig 4. Preventive effects of Lcr35™ against C. albicans ATCC 10231. Mean survival, where half of the population
was dead, is represented on the abscissa. The asterisks indicate the p-values (log-rank test) against E. coli OP50

(p <0.05:% p < 0.01: **; p < 0.001: ***). Infection duration: 2 hour;2-hour preventive treatment (E. coli OP50
(OP50, n = 126); C. albicans ATCC 10231 (CA, n = 424); Ler35™ (Ler35, n = 93); E. coli OP50 + C. albicans (OP50 +
CA, n =287); Ler35" + C. albicans (Ler35 + CA, n = 224));4-hour preventive treatment (E. coli OP50 (OP50,

n = 313); C. albicans ATCC 10231 (CA, n = 424); Ler35™ (Ler35, n = 259); E. coli OP50 + C. albicans (OP50 + CA,

n = 120); Lcr35™ + C. albicans (Lcr35 + CA, n = 164)); 6-hour preventive treatment (E. coli OP50 (OP50, n = 222); C.
albicans ATCC 10231 (CA, n = 424); Ler35™ (Ler35, n = 165); E. coli OP50 + C. albicans (OP50 + CA, n = 339);
Ler35™ + C. albicans (Ler35 + CA, n = 300)); 24-hour preventive treatment (E.treatment coli OP50 (OP50, n = 248);
C. albicans ATCC 10231 (CA, n = 424); Ler35™ (n = 170); E. coli OP50 + C. albicans (OP50 + CA, n = 220); Ler35™ +
C. albicans (Lcr35 + CA, n = 183)).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0216184.9004

survival of the nematodes increased significantly as the mean lifespan increased from 3 to 11
days (267% increase in survival) compared with that observed with C. albicans infection alone
(p < 2.107"°). There was no significant difference in worm survival between those sequentially
exposed to Lcr35™ and C. albicans and those exposed to Ler35™ only (Fig 4) (p = 1). Similar
results were obtained with the 4-hours treatment time. In that case, we observed that Ler35™
completely protected C. elegans from infection since there was no significant difference with
the Ler35™ control condition without infection (p=0.4).

For longer treatment times (6 and 24 h), we observed a significant decrease in the mean sur-
vival in the presence of Lcr35™ (condition 6 h: p = 0.04, condition 24 h: p <2.107'®) or Ler35™
and C. albicans (condition 6 h: p = 9.10""?, condition 24 h: p < 2.10™'®) compared to the treat-
ment of 4 h. Taken together, the results showed that the 4 probiotic treatment was the most
protective against infection.

3.3.2 Influence of Lcr35™ on C. albicans colonization of the worm gut. To determine
whether the anti-C. albicans effects observed were due to the removal of the pathogen, coloni-
zation of the nematode intestine by C. albicans was observed by light microscopy. After three
days of incubation in the presence of the pathogen, wild-type worms exhibited notable coloni-
zation of the entire digestive tract (Fig 5A). However, this strain of C. albicans was not able to
form hyphae within the worm. We subsequently applied prophylactic treatment to the worms
for 4 h before infecting them with yeast. We observed that after treatment with E. coli OP50

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0216184 November 6, 2019 10/20
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Fig 5. C. albicans colonization of the C. elegans gut after 72 h (A) and after a 4-hour prophylactic treatment with
E. coli OP50 (B) or Ler35"™ (C). The green colour represents yeast labelled with rhodamine 123. Scale bar, 10 um.

https:/doi.org/10.1371/journal.pone.0216184.9g005

(Fig 5B) or the probiotic Ler35™ (Fig 5C) followed by infection, the yeast C. albicans was still
detected in the digestive tract of the host.

3.4 Mechanistic study

3.4.1 Modulation of C. elegans gene expression induced by Lcr35"™ and C. albicans. To
elucidate the mechanisms involved in the action of Lcr35™ against C. albicans, we studied the
expression of seven C. elegans genes (Table 3). We targeted three groups of genes: daf-2 and
daf-16 (insulin signalling pathway), which are involved in host longevity and anti-pathogenic-
ity; sek-1 and pmk-1 (p38 MAPK signalling pathway), which concern the immune response;
and abf-2, cnc-4 and fipr-22/fipr-23, which encode antimicrobial proteins. We noted that
Ler35™ tended to induce an overexpression of daf-16 (p = 0.1635) and had no effect on daf-2
(p = 0.2536), while C. albicans tended to induce an upregulation of both genes (p = 0.1155 and
p = 0.2396, respectively). We did not observe any expression modulation of daf-2 or daf-16
using a preventive treatment with E. coli OP50 (p = 0.1258 and p = 0.1215, respectively) or
with Ler35™ (p = 0.1354 and p = 0.3021, respectively).

The expression of the sek-1 and pmk-1 immunity genes was significantly downregulated in
the presence of Lcr35™ by 2.63-fold (p = 0.015) and 2.78-fold (p = 0.0149), respectively, while
they were upregulated by C. albicans 3.21-fold (p = 0.0247) and 4.33-fold (0.1618), respectively.
In the control condition, in the presence of E. coli OP50 and C. albicans, sek-1 was repressed
2.70 times (0.37-fold with p = 0.0204), but pmk-1 tended to be overexpressed. Preventive treat-
ment with Lcr35™ had the same effect on sek-1 (p = 0.0016) but induced no change in pmk-1
expression (p = 0.8205). Finally, among the 3 antimicrobials encoding the genes tested, only
the expression of cnc-4 seemed to be modulated in the presence of Lcr35™, and cnc-4 was
overexpressed (p = 0.1753). C albicans also seemed to induce the overexpression of abf-2
(p=0.2213) and cnc-4 (p = 0.3228), but interestingly, fipr-22/fipr-23 (p = 0.8225) expression
remained unchanged. Overexpression of abf-2 (6.25-fold, p = 0.3158) and significant

Table 3. Relative expression of the C. elegans genes of interest in the presence of Lcr35™ and C. albicans in pure or sequential cultures in comparison with the con-

trol condition E. coli OP50 (alone).

Genes of interest

Insulin signalling pathway p38 MAPK signalling pathway Antimicrobials
Conditions daf-2 daf-16 sek-1 pmk-1 abf-2 cnc-4 fipr-22/
fipr-23
Lcr3s™ 135 2.18 0.38 ** 0.36 " 1.70 3,39 0.61
C. albicans 248 331 5.21.* 4.33 11.33 22.32 1.08
E. coli OP50 + C. albicans 1.82 0.53 0.37 * 3.40 4.69 0.16 ** 0.78
Lecr35™ + C. albicans 0.69 1.74 0.31 ** 1.15 1.61 0.41* 0.42*

Genes were considered differentially expressed when the p-value was lower than 0.05 (*) or 0.01 (**) according to Fisher’s LSD test and simultaneously when the

expression change was at least 2 times or 0.5 times.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0216184.t003
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repression of cnc-4 (p = 0.0088) were observed when E. coli OP50 was added before infection
with C. albicans. Using a Lcr35™ preventive treatment, cnc-4 and fipr-22/fipr-23 were signifi-
cantly repressed (p = 0.0396 and p = 0.0385, respectively).

3.4.2 Influence of Ler35"™ and C. albicans on DAF-16 nuclear translocation. To further
investigate the mechanisms involved in the anti-C. albicans effects of Lcr35™, we followed the
nuclear translocation of the DAF-16/FOXO transcription factor using the DAF-16::GFP strain.
Whatever the incubation time, the worms did not show any translocation of DAF-16 when
fed with E. coli OP50 (Fig 6A). When Lcr35 R was used as food, we observed a nuclear translo-
cation of the transcription factor, taking place gradually from 4 h of incubation with a maxi-
mum intensity in the nuclei after 6 hh. The distribution of DAF-16 was both cytoplasmic and
nuclear (Fig 6B). When the nematode was fed exclusively with C. albicans, we observed a rapid
nuclear translocation of the transcription factor after two hours of incubation in the presence
of the pathogen (Fig 6C). This translocation was maintained throughout the experiment, i.e.,
76 h.

3.4.3 Effect of Lcr35™ preventive treatment on DAF-16 nuclear translocation. We
investigated the effect of preventive treatment on the cellular localization of DAF-16 over time
after infection by C. albicans using the C. elegans DAF-16::GFP mutant. When nematodes
were first fed with E. coli OP50 before being infected, DAF-16 was fully observed in the nuclei

A B C

cytosolic

Intermediate

intermediate

t=76h

Intermediate nuclear

Fig 6. DAF-16 cellular localization in C. elegans transgenic strain TJ-356 (daf-16p::daf-16a/b::GFP + rol-6
(su1006)) expressing DAF-16::GFP. Worms fed on E. coli OP50 (A), on Ler35™ (B) and on C. albicans ATCC 10231
(C). Scale bar, 100 um.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0216184.9006
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Fig 7. Impact of preventive Lcr35™ treatment on DAF-16 cellular localization in the C. elegans transgenic strain
TJ-356 expressing DAF-16:GFP. Worms fed with E. coli OP50 + C. albicans (A) and on Ler35™ + C. albicans (B).
Scale bar, 100 pm.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0216184.9007

up to 4 h after infection and then gradually translocated to the cytoplasm after 24 h (Fig 7A).
Conversely, the worms that were first exposed to Lcr35™ and then to the pathogen showed a
different response, and the transcription factor was found only in the nuclei (Fig 7B).

4 Discussion

The selection of microbial strains as probiotics is based on a combination of functional probi-
otic properties revealed first by classical basic in vitro testing. Beyond resistance to gastric pH
or bile salts, the ability of a strain to adhere to epithelial cells is frequently studied since this
represents a prerequisite for mucosal colonization as part of the anti-pathogen activity. Adhe-
sion is also a key parameter for pathogens since it allows them to release toxins and enzymes
directly into the target cell, facilitating their dissemination [49]. Nivoliez et al. showed that the
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native probiotic strain Lcr35™ adhered rather weakly to Caco-2 intestinal cells, while the
industrial formulation increased this capacity [24]. We have demonstrated here the ability of
Lcr35™ to inhibit the growth of the pathogen C. albicans and the formation of a C. albicans
biofilm on an intestinal cell monolayer in vitro. As described by Jankowska et al., the low
adherence of L. rhamnosus compared to C. albicans seems to reflect that competition for mem-
brane receptors is not the only mechanism. It is probably related to the synthesis of antifungal
effectors by the probiotic as well [49]. Exopolysaccharides (EPS) secreted by certain lactobacilli
have been shown to modify the surface properties (hydrophobicity) of microorganisms with
direct consequences on their adhesion capacities [50]. EPS have antifungal effects by inhibiting
C. albicans growth and adhesion to epithelial cells. The surface polysaccharides of L. rhamno-
sus GG, a strain phylogenetically close to Lcr35, appear to interfere in the binding between the
fungal lectin-like adhesins and host sugars or between the fungal cell wall carbohydrates and
their epithelial adhesion receptor [51]. A recent study has shown that purified fractions of exo-
polysaccharides also interfered with adhesion capacities of microorganisms [52]. It would be
interesting to assay the inhibitory properties of Lcr35™ EPS. However, to fully understand the
probiotic mechanisms, in vitro approaches are too limited. Moving to an in vivo approach is
mandatory to better understand the interactions between microorganisms (probiotics and
pathogens) and the host response.

C. elegans is considered a powerful in vivo model for studying the pathogenicity of microor-
ganisms [34,35,53-55] and the antimicrobial properties of lactic acid bacteria [56,57]. The
nature of the nutrient source is an important parameter that has a great influence on nematode
physiology. Regarding worm growth, it appears that there is some disparity depending on the
type of lactic acid bacteria used to feed C. elegans. Bifidobacterium spp. had no influence on the
size of adult worms, although their growth was slightly slowed down [58,59]. Lactobacillus spp.
by contrast usually result in reduced growth rates and sizes and are sometimes even lethal to
the larvae [60,61]. The mechanisms for explaining the longevity extension induced by lactic
acid bacteria are not fully understood, but some authors have suggested the involvement of
caloric restriction [62-64]. In our case, similar to the work of Komura et al., it seems that
Ler35™ did not induce pro-longevity effects through caloric restriction insofar as the growth
of Ler35™-fed nematodes is identical compared to E. coli OP50-fed worms [65].

After demonstrating the preventive effect of Lcr35 against C. albicans in the nematode, we
decided to better understand the protective effect at the mechanistic level. In C. elegans, the
insulin/IGF-1 signalling pathway is strongly involved in regulating the longevity and immu-
nity of the animal. Signal transduction is mediated through DAF-16, a highly conserved
FOXO transcription factor [66]. Using the GFP fusion protein, we have shown that Lcr35®
induces translocation of DAF-16 to the nucleus, suggesting that DAF-16 is involved in the pro-
biotic mechanisms of action of Lcr35™. According to several studies, our data suggested that
the pro-longevity effect of Lcr35™ implements mechanisms involving different regulatory
pathways linked to DAF-16, such as the DAF-2/DAF-16 insulin pathway [67] or the c-Jun N-
terminal kinase JNK-1/DAF-16 pathway [59]. The absence of modulation of daf-2 expression
in the presence of Lcr35™ suggests that the DAF-2/DAF-16 pathway is not involved and that
the anti-Candida capacity of Lcr35™ is due to the JNK signalling pathway. The involvement of
these pathways needs to be followed at proteomic and phosphoproteomic levels to validate this
hypothesis.

The yeast C. albicans is capable of inducing a severe infection in C. elegans, causing a rapid
death of the host and even after a very short contact time. This infection is first manifested by
the colonization of the whole intestinal lumen by yeasts and then by the formation of hyphae
piercing the cuticle of the nematode leading to its death [34,68]. In addition, it has been shown
that strains of C. albicans incapable of forming hyphae, such as SPT20 mutants, have a
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significantly reduced pathogenicity in C. elegans as well as in Galleria mellonella or Mus mus-
culus models while still being lethal [37]. In the nematode, it seems that the distention of the
intestine caused by the accumulation of yeast is one of the causes of the death of the animal
[35]. Recently, de Barros et al. [38] showed that L. paracasei 28.4 had anti-C. albicans activity
both in vitro and in vivo by inhibiting filamentation of yeast protecting the nematode.
Although C. albicans ATCC 10231 is able to form hyphae during in vitro assays, it failed to kill
C. elegans by filamentation. Therefore, it is likely that Lcr35™ represses virulence factors in
yeast other than filamentation.

From a mechanistic point of view, several hypotheses can explain the anti-C. albicans prop-
erties of Lcr35™ in the nematode: a direct interaction between the two microorganisms as well
as an immunomodulation of the host by the probiotic. According to Nivoliez et al. demon-
strating the inhibitory capacity of Lcr35™ with respect to the pathogen during a co-culture
experiment [24], our data showed Candida albicans inhibition on mammalian cell monolayers.
This inhibition may be due to nutrient competition (i.e., glycogen consumption) or to the pro-
duction of toxic metabolites against the yeast [24]. We have shown that even after preventive
treatment with the probiotic, the digestive tract of the nematode is colonized by the pathogen
without showing a pathological state. This suggests that Lcr35™ induced repression of viru-
lence factors in C. albicans, as shown by De Barros et al. [38]. Moreover, an in vitro study on
human dendritic cells revealed that Lcr35"™ induced a large dose-dependent modulation not
only in the expression of genes mainly involved in the immune response but also in the expres-
sion of CD, HLA and TLR membrane proteins. Highly conserved and found in C. elegans,
TLR also plays a role in the antipathogenic response of the nematode by activating the p38
MAPK pathway [59]. A pro-inflammatory effect has also been shown through cytokine secre-
tion, such as IL-1B, IL-12, TNFo. However, this immunomodulation takes place only in the
presence of a high concentration of Lcr35™ [69]. In C. elegans, DAF-16 is closely related to
mammalian FOXO3a, a transcription factor involved the inflammatory process [70]. There-
fore, nuclear translocation of DAF-16 by Lcr35™ can be interpreted as the establishment of an
inflammatory response in the host allowing it to survive an infection. In our study, we
observed that the duration of the Ler35™ treatment influences the preventive anti-C. albicans
effect on nematode lifespan, suggesting that the quantity of Lcr35"™ ingested and/or the treat-
ment period of time may have an impact on the efficiency of the treatment. A thorough tran-
scriptional study will be interesting to characterize the dose-dependent effect probiotics
administered. We demonstrated that Lcr35™ induces a transcriptional response in the host by
activating the transcription factor DAF-16 and repressing the p38 MAPK signalling pathway,
including in the presence of C. albicans. We also observed the repression of the genes encoding
antimicrobials when fungal infection was preceded by probiotic treatment. The work of Puk-
kila-Worley et al. [35] demonstrated that C. albicans induced a fast antifungal response in the
host inducing the expression of antimicrobial genes such as abf-2, cnc-4, cnc-7, fipr-22 and
fipr-23. With the exception of abf-2, all these genes are under the control of PMK-1, whose
inactivation makes the nematode susceptible to infection. In our study, we showed that an
Lcr35™ preventive treatment induced a down-regulation in the cnc-4, fipr-22 and fipr-23
genes, while pmk-1 remained unchanged compared to the control condition. Based on the
data of Pukkila-Worley et al., the absence of overexpression of these genes in the presence of
C. albicans after pre-exposure with Lcr35™ suggests again that the probiotic inhibits yeast viru-
lence, obviating the establishment of a defence mechanism by the host. Similar results have
also been observed with Salmonella Enteritidis, where the authors hypothesize that the probi-
otics used induce immunotolerance in the nematode rather than the synthesis of antimicrobi-
als [58]. The use of C. elegans mutants or RNAi could be further considered to decipher the
signalling and regulation mechanisms.
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5 Conclusion

This study demonstrates the preventive anti-C. albicans properties of Lcr35™ using both in
vitro and in vivo models. The probiotic strain inhibits the growth of the pathogenic yeast and
its ability to form biofilms on intestinal cells in vitro. Lcr35™ allows protection of the host C.
elegans against infection despite the presence of C. albicans in its gut. Lcr35™ during C. albi-
cans infection seems to induce a decrease in the immune response of the nematode (downre-
gulation of sek-1, pmk-1, abf-2, cnc-4 and fipr-22/23). Extra studies on C. elegans whole
transcriptome modulation by Ler35™ would be interesting to further reveal other mechanisms
involved. The study of the yeast virulence gene modulation induced by Ler35™ could be very
informative about the complex mechanisms of the probiotic mechanisms of action. Addition-
ally, in a second phase, the realization of a comparative study between Lcr35™ and other Lacto-
bacillus strains (L. rhamnosus, L. casei, L. paracasei) as well as between different strains of CC.
albicans, including clinical strains, could be of interest to determine the degree of strain depen-
dence of our results.
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L’ensemble des résultats obtenus au cours de cette étude a permi de démontrer la
faisabilité d’utiliser le modéle C. elegans pour mettre en évidence les propriétés probiotiques
et thérapeutiques de L. rhamnosus Lcr35°. La validation du modéle animal est soutenue par
des résultats cohérants avec ceux obtenus par des approches in vitro et lors d’essais cliniques.
A l'avenir, il sera intéressant de réfléchir & inclure les approches utilisant C. elegans dans les
tests en routine permettant I'identification de nouveaux microorganismes biothérapeutiques

vivants.

Pour faire suite a ce travail, des études supplémentaires sur la modulation du
transcriptome entier de C. elegans par Lcr35® se sont avérées nécessaires pour révéler
d’autres mécanismes impliqués. Le chapitre 4 de cette seconde partie sera dédié a ce travail.
Par ailleurs, I'étude de la modulation des genes de virulence de levure (ex. TEC1, UMEB6),
induite par Lcr35® pourrait fournir de nombreuses informations sur les mécanismes complexes
des propriétés inhibitrices du probiotique. De plus, dans une deuxieme phase, la réalisation
d’une étude comparative entre Lcr35® et d’autres souches de Lactobacillus (L. rhamnosus, L.
casel, L. paracasei) ainsi qu’entre différentes souches de C. albicans, y compris les souches
cliniques, pourrait nous donner des informations sur I'aspect souche-dépendant de nos

résultats.

D’un point de vue sociétal, il convient de rappeler que la plupart des personnes ne
consomment pas des médicaments (ou des probiotiques) dans le but de prévenir une maladie
infectieuse. Cette consommation intervient plutét dans un objectif curatif. Les probiotiques
doivent alors interagir avec un pathogene implanté dans un microbiote, souvent en état de
dysbiose. Cette situation représente un état physiologique totalement différent par rapport a
une consommation préventive ou le microbiote est sain. De ce fait, ’'hypothése la plus probable
est que les mécanismes d’action mis en jeu lors d’un traitement préventif sont différents (au
moins en partie) de ceux qui le sont lors d’un traitement curatif. Cette hypothése sera étudiée

dans le prochain chapitre.
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Chapitre 3.

Etudes des propriétés curatives de Lcr3s®

La résistance de C. albicans aux traitements médicamenteux classiques, ainsi que les
phénoménes de récurrence dus a une dysbiose qui peut faire suite aux traitements
antifongiques, ont mis en évidence la nécessité de mettre en ceuvre de nouvelles
méthodologies thérapeutiques. Le potentiel antifongique des produits biothérapeutiques
vivants (LBP) a déja été démontré a 'aide de modeéles précliniques (cultures cellulaires,
animaux de laboratoire). Comprendre leurs mécanismes d’action est stratégique pour le
développement de nouveaux traitements pour ’homme. Dans cette étude, nous avons étudié
les propriétés curatives anti-C. albicans de L. rhamnosus Lcr35® en utilisant les modeéles in
vitro Caco-2 et in vivo C. elegans. Aprés une infection par C. albicans suivie par
'administration de Lcr35®, nous avons montré que Lcr35® n’inhibait ni la croissance (p = 0,603)
ni la formation de biofilm (p = 0,869) de C. albicans in vitro ce qui est contradictoire avec une
étude réalisée précédemment (Nivoliez et al. 2012). Lcr35® exerce un effet bénéfique sur la
survie de I'animal sujet a une infection fongique (+ 225 % de survie, p < 2.10-'6), méme si la
levure est détectable dans l'intestin. En revanche, le surnageant de culture de Lcr35® ne
semble pas avoir d’effet antipathogene. Au niveau mécanistique, le facteur de transcription
DAF-16 / FOXO est mobilisé en réponse a Lcr35° et les génes de la voie de signalisation p38
MAPK et les génes impliqués dans la réponse antifongique sont sur-exprimés en présence de
Lcr35® aprés une infection par C. albicans. Ces résultats suggérent que la souche
probiotique Lcr35® agit sur I'héte via DAF-16 et la voie p38 MAPK.

Ce travail a donné lieu a la publication d’'un article dans une revue internationale a

comité de lecture.
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Abstract: The resistance of Candida albicans to conventional drug treatments, as well as the recurrence
phenomena due to dysbiosis caused by antifungal treatments, have highlighted the need to implement
new therapeutic methodologies. The antifungal potential of live biotherapeutic products (LBP) has
alreadybeen demonstrated using preclinical models (cell cultures, laboratory animals). Understanding
their mechanisms of action is strategic for the development of new therapeutics for humans. In this
study, we investigated the curative anti-C. albicans properties of Lactobacillus rhamnosus Lcr35® using
the in vitro Caco-2 cell and the in vivo Caenorhabditis elegans models. We showed that Lcr35® does
inhibit neither the growth (p = 0.603) nor the biofilm formation (p = 0.869) of C. albicans in vitro.
Lcr35® protects the animal from the fungal infection (+225% of survival, p < 2 X 1071¢) even if the
yeast is detectable in its intestine. In contrast, the Lcr35® cell-free supernatant does not appear to have
any antipathogenic effect. At the mechanistic level, the DAF-16/Forkhead Box O transcription factor
is activated by Lcr35® and genes of the p38 MAP Kinase signaling pathway and genes involved in
the antifungal response are upregulated in presence of Lcr35® after C. albicans infection. These results
suggest that the LBM strain acts by stimulating its host via DAF-16 and the p38 MAPK pathway.

Keywords: Lactobacillus rhamnosus Ler35®; Candida albicans; Caenorhabditis elegans; curative treatment;
immune response

1. Introduction

Despite being a minority in relation to bacterial infections, fungal infections are a growing public
health problem. The list of opportunistic fungi causing serious, life-threatening fungal diseases
increases almost every year and contains species belonging to Candida, Aspergillus, Cryptococcus,
Geotrichum, Trichosporon, Rhodotorula, or Saccharomyces genera [1,2].

Yeasts of the genus Candida are frequent colonizers of the skin and mucous membranes of animals
and dissemination in nature is widespread. Only a few of the more than 150 described species are regularly
found as infectious agents in humans including C. albicans, in over 50% of cases [2]. The term candidiasis
comprises several categories of infections: systemic or invasive Candida infections/diseases, such as
candidaemia as well as superficial Candida infections [3]. Beyond the systemic manifestations, C. albicans
is also the cause of infection of the gastrointestinal and vaginal tracts (vulvovaginal candidiasis) [4,5]. The
candidiasis and fungal infections in general are becoming more difficult to treat, mainly because of the
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emergence of antimicrobial multiresistances [6]. This is particularly associated with a decrease in the
quality of life (state of health) of patients and a very strong increase in associated medical costs [7].

The concept of anti-infective or antifungal stewardship (AFS) may be defined as an ongoing healthcare
effort to optimize antimicrobial use in order to improve patient outcomes, ensure cost-effective therapy
and limit antimicrobial resistance [8]. Concepts may not only include the appropriate use of antimicrobials
by selecting the proper drug, dosage, duration, route of administration and finally costs related to patient’s
management. An understanding of the pharmacokinetics and pharmacodynamics (PK/PD) of these drugs
has been demonstrated to be important to optimize drug choice and dosing regimen [2].

One of the alternatives to the use of traditional antifungals could be the establishment of a therapy
with Live Biotherapeutic Products (LBP). A LBP, as defined by the Center for Biologics Evaluation
and Research (CBER), is “a biological product that: (1) contains live organisms, such as bacteria; (2) is
applicable to the prevention, treatment, or cure of a disease or condition of human beings; and (3) is not
avaccine” [9]. Described in the literature for many years, they have the status of Generally Regarded
as Safe (GRAS) in the United States of America and Qualified Presumption of Safety (QPS) according
to European Food Safety Authority (EFSA) because of the absence of adverse effects when consumed in
humans [10]. The interest in using Live Biotherapeutic Microorganisms lies in two characteristics. They
initially allow the inhibition and elimination of the pathogen(s) and in a second time, the restoration of
a healthy commensal microbiota.

During in vitro investigations, Nivoliez et al. [11] demonstrated the ability of Lactobacillus
rhamnosus Ler35® to kill the pathogenic yeast Candida albicans and also Gardnerella vaginalis, frequently
encountered during bacterial vaginosis and some intestinal pathogens as Escherichia coli (EPEC, ETEC)
and Shigella flexnerii. Moreover, beyond the anti-pathogenic properties, its weak persistence on
the mucous membranes linked to its transient residency on mucous membranes is favorable to the
resilience of the commensal microbiota. Up to now, we know little about the molecular mechanisms
underlying these anti-pathogen properties. Deciphering these mechanisms therefore requires the
use of cellular and animal models having enough homology with humans. This type of approach,
implemented during our previous work [12], highlighted the preventive protective capacities of
the LBM on intestinal Caco-2 cells and the invertebrate Caenorhabditis elegans, with respectively an
inhibition of the growth of the yeast and an optimal survival of the host. So far, most studies have
been conducted in contexts of fungal infection prevention. These have provided answers about the
mechanisms of action allowing an LBM to prevent the installation of a pathogen with, for instance,
the reduction of C. albicans hyphae formation [12-16]. However, few studies showing the efficacy
of LBM against candidiasis have been conducted and no “curative” study relative to C. albicans was
conducted using the nematode C. elegans [12,16]. The only curative study was carried out by Sharma
and colleagues against infections with E. coli pathogenic strains [17]. In addition, it is important to
note that patients rarely take preventive treatment instead of a curative one. The study presented here
is the first in vitro and in vivo use of an LBM to curatively treat candidiasis.

With this aim in view, we proposed two experimental models to study the host-microorganisms
and microorganism-microorganism interactions. In this context, we wanted to evaluate the effect of
Lactobacillus rhamnosus Lcr35® strain to cure a fungal infection due to C. albicans. In order to overcome the
experimental limits of the Caco-2, an enterocyte-like cell line in vitro model, we conducted the mechanistic
study on C. elegans, an in vivo model relevant for interaction and mechanistic investigations [12]. The
worm survival and gene expression, in response to the pathogen and/or the LBM, were evaluated.

2. Results

2.1. Anti C. albicans Effects of L. rhamnosus Lcr35® on Caco-2 Cell Monolayer

2.1.1. Growth Inhibition of C. albicans
On a Caco-2 cells monolayer, the yeast grew to 8.31 + 0.38 log CFU/mL after 48 h of incubation.
With a Lcr35® curative treatment, we observed a similar growth of the yeast which reached
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7.96 + 0.18 log CFU/mL (Figure 1). Thus, no significant inhibition (after 24 h, p = 0.902; after 48 h,
p = 0.603) of yeast growth was noted in the presence of the LBM in vitro and in curative condition.

10+
n.s.
n.s.
-I— —
Z.I
0+ T T
Oh 24 h 4

Length of incubation (hours)

M C. albicans

C. albicans + Lcr35®

i

log,(C. albicans concentration in CFU.mL")
£+

n.s.
-
8h
Figure 1. Evolution of the concentration of C. albicans in the presence or not of Lcr35® onto Caco-2 cells
monolayers. Results are expressed as log;op CFU/mL of yeasts alone (controls) and in co-incubation
with Ler35® (mean + standard deviation). Comparison between conditions with and without Ler35®

was performed using a two-way ANOVA followed by a Fisher’s Least Significant Difference (LSD)
post hoc test (n.s.: not significant).

2.1.2. Inhibition of C. albicans Biofilm Formation

After 48 h of incubation, the C. albicans biofilm contained 8.06 + 0.42 log CFU/mL of yeasts.
A similar concentration has been measured after a Lcr35® curative treatment with 8.10 + 0.19 log
CFU/mL of yeasts (Figure 2). These results suggest that Lcr35® does not inhibit (p = 0.869) the formation
of a biofilm by C. albicans in vitro.
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Figure 2. Determination of C. albicans concentration present in the biofilm in presence of Lcr35® or not
onto Caco-2 cells monolayers (mean =+ standard deviation). The amount of yeast present in the biofilm
was evaluated after 48 h of incubation. Comparison between conditions with and without Lcr35® was
performed using an unpaired t test (n.s.: not significant).
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2.2. Effect of L. rhamnosus Lcr35%® Curative Treatment on Candidiasis

2.2.1. Effect of L. rhamnosus Lcr35% on C. elegans Survival after C. albicans Exposure

When C. elegans was sequentially infected by C. albicans for 2 h prior being exposed for 2 h to
Lcr35®, the survival of the nematodes was significantly increased as the mean lifespan rose from 4 to
13 days (225% increase) compared with that observed with C. albicans infection alone (p < 2 X 10716)
(Figure 3). There was no significant difference between worms sequentially exposed to Ler35® and C.
albicans and those exposed to Ler35® only (p = 0.2). Similar results were obtained when the nematodes
were exposed to the LBM for 4 h. In this case, we observed that Lcr35® protected C. elegans from
infection even if we observed a slight difference with the Lcr35® control condition without infection
(p = 0.04). We note that the difference of C. elegans lifespan between the 2-h and 4-h curative treatments
with Ler35® was not statistically significant (p = 0.06).

2-hours curative treatment 4-hours curative treatment
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Figure 3. Curative effects of Lcr35® against C. albicans ATCC 10231. Mean survival, where half of the
population is dead, is represented on the abscissa. The asterisks indicate the p-values (log-rank test)
against OP50 (p <0.05: *; p <0.001: ***). Infection duration: 2 h; 2-h curative treatment (E. coli OP50
(OP50, n = 179); C. albicans ATCC 10231 (CA, n = 424); Ler35® (Ler35, n = 161); E. coli OP50 + C. albicans
(OP50 + CA, 1 = 119); Lcr35® + C. albicans (Ler35 + CA, n = 163)); 4-h curative treatment (E. coli OP50
(OP50, n = 143); C. albicans ATCC 10231 (CA, n = 424); Lcr35® (Ler35, n = 259); E. coli OP50 + C. albicans
(OP50 + CA, n =274); Lcr35® + C. albicans (Ler35 + CA, n = 198)); 6-h curative treatment (E. coli OP50
(OP50, n = 222); C. albicans ATCC 10231 (CA, n = 424); Ler35® (Ler35, n = 165); E. coli OP50 + C. albicans
(OP50 + CA, n = 293); Lcr35® + C. albicans (Ler35 + CA, n = 129)); 24-h curative treatment (E. coli OP50
(OP50, n = 148); C. albicans ATCC 10231 (CA, n = 424); Lcr35® (n = 170); E. coli OP50 + C. albicans (OP50
+CA, n =290); Lcer35® + C. albicans (Ler35 + CA, n = 160)).
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For longer Lcr35® treatment times (6 and 24 h), we observed a significant decrease of C. elegans
mean survival on Lcr35% alone (condition 6 h: p = 3 x 1074, condition 24 h: p < 2 X 107'°) or in the
presence of both Lcr35® and C. albicans (condition 6 h: p = 5 x 1079, condition 24 h: p < 2 x 10719)
compared to the treatment of 4 h. Taken together, the results showed that the 2-h and the 4-h LBM
treatments were the most protective against C. albicans infection.

2.2.2. Influence of L. rhamnosus Lcr35® on C. albicans Presence in the Worm Gut

In order to determine whether the anti-Candida effects observed were due to the removal of
the pathogen, colonization of the intestine of the nematode by C. albicans was observed by light
microscopy. After three days of incubation in presence of the yeast, the digestive tract of the worm
was fully colonized (Figure 4A). We subsequently applied a curative treatment to the worms for 24 h.
We observed that after a curative treatment with the control OP50 (Figure 4B) or the LBM Lcr35®
(Figure 4C), the yeast C. albicans was still detected in the digestive tract of the host.

C

Figure 4. C. albicans colonization of C. elegans gut after 72 h (A) and after a 24-h-curative treatment with
E. coli OP50 (B) or Lcr35® (C). The blue color represents yeast labeled with DAPL Scale bar = 10 pm.

2.3. Effect of L. rhamnosus Lcr35® Cell-Free Supernatant on Candidiasis

The objective of this experiment was to determine whether the anti-C. albicans properties of Lcr35®
were due to the production of metabolites in the culture supernatant (Table 1). When the worms were
previously fed with E. coli OP50 and then placed in the presence of 30 or 50% of Lcr35® supernatant,
we observed a significant increase (p <2 X 10716) of their mean lifespan and longevity compared to
the control condition (E. coli OP50 strain without supernatant). We note that there was no significant
difference (p = 0.2) between the control condition Lcr35® and the E. coli OP50 condition supplemented
with 30% supernatant at pH = 7. Since the worms were in the presence of undiluted supernatant
(i.e., 100%), we observed a very strong decrease (p < 2 x 107'%) of median survival and longevity,
respectively equal to 1 and 8 days. This result was obtained for both the supernatant at native pH
(pH = 4.5) and the neutralized supernatant (pH = 7).

In the case of the worms infected with Candida albicans and then treated using cell-free supernatant,
only the concentration 30% at pH 4.5 induced a better resistance of the host to the infection
(p <2 x 10-16). Indeed, as soon as the concentration of the supernatant was increased (50 or 100%) or
its pH was neutralized, we observed a decrease (p < 2 x 10-16) of the survival of the nematode, which
under certain conditions, was lower compared to the control condition C. albicans.
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Table 1. Effects of Lcr35® cell-free supernatant on C. elegans survival, worms previously fed on E. coli
OP50 or C. albicans. Log rank test was performed with E. coli OP50 without Ler35® supernatant as

a control.
®
Microorganism Su;:lelsatant Lcr35® C. elegans Mean C. elegans Log Rank Test
Concentration (%) Supernatant pH  Lifespan (days)  Longevity (days) (p-Value)
E. coli OP50 no supernatant 9 14 N/A
Lcr35® no supernatant 13 17 <2.10°16
C. albicans no supernatant 4 9 <2.10°16
30 45 15 20 <2.10°16
30 7 13 18 <2.10°16
. 50 45 12 15 2107
B OFsl 50 7 14 21 <2.10-16
100 45 1 8 <2.10°16
100 7 1 8 <2.10°16
30 45 5 6 <2.10-16
30 7 2 3 <2.10°16
C. albicans 50 45 4 8 <2.10-16
’ ; 50 7 2 3 <2.10°16
100 45 1 5 <2.10°16
100 7 2 3 <2.10-16

2.4. Mechanistic Study

In order to explain the mechanisms of action underlying the curative protection of L. rhamnosus
Lcr35® in the nematode, a mechanistic approach was implemented by studying the modulation of the
expression of genes of interest and the cellular localization of the transcription factor DAF-16 in the
host. A search for the presence of yeast in the digestive tract was also performed. Due to the fact that
the culture supernatant of Lcr35® does not have anti-Candida effect in the nematode, the mechanistic
study on this aspect was not performed.

2.4.1. Modulation of C. elegans Genes Expression Induced by Lcr35® and C. albicans

To elucidate the mechanisms involved in the action of Lcr35® against C. albicans, we studied
the expression of seven C. elegans genes (Table 2) divided into three groups: daf-2 and daf-16 (insulin
signaling pathway) involved in host longevity and antipathogenicity response, sek-1 and pmik-1 (p38
MAPK signaling pathway) which concern the immunity reaction as well as abf-2, cnc-4 and fipr-22 ffipr-23
which encode antimicrobial proteins. The interest in targeting these genes has been demonstrated by
various studies showing that the insulin and p38 MAPK pathways were involved in the pro-longevity
properties of lactobacilli and bifidobacteria [12,18-20], while the antimicrobial genes were involved
in the anti-Candida effect [21]. In comparison with the E. coli OP50 control condition, we noted that
Ler35® induced an overexpression of daf-16 (p = 0.0004) and had no effect on daf-2 (p = 0.9459), while
C. albicans tended to induce an up regulation of daf-2 (p = 0.0922) and a down-regulation of daf-16
(p = 0.4959). In the case of C. albicans infection followed by a treatment with E. coli OP50, we noted that
daf-2 and daf-16 genes tended to be downregulated. Conversely, with a Lcr35® curative treatment,
daf-2 tended to be repressed while no change in daf-16 expression was measured. The expression of the
sek-1 and pmk-1 immunity genes was down and upregulated in the presence of Lcr35® by 0.5-fold
(p=0.8679) and 3.05-fold (p = 0.3741), respectively, while they were up regulated by C. albicans 4.57-fold
(p = 0.2038) and 4.66-fold (p = 0.0933), respectively. Regarding the genes of the p38 MAPK pathway,
we noted no change in gene expression after infection followed by E. coli OP50 administration for
sek-1 but a not significant up regulation of pnk-1. In contrast, after curative treatment with Lcr35%,
sek-1 was significantly overexpressed (p = 0.0033) and pmk-1 tended to be upregulated. Finally, among
the 3 antimicrobials encoding the genes tested, only the overexpression of cnc-4 was observed in the
presence of Lcr35® (p = 0.3367). C. albicans also induced the overexpression of abf-2 (p = 0.3097),
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cne-4 (p = 0.0722), and fipr-22/fipr-23 (p = 0.0736). cnc-4 tended to be overexpressed and fipr-22/fipr-23
tended to be repressed when the worms were treated with E. coli OP50. On the other hand, abf-2 and
fipr-22/fipr-23 were significantly overexpressed (p = 0.0043 and p = 0.0209) after a treatment with Lcr35®.

Table 2. Relative expression of C. elegans genes of interest in presence of Lcr35® and C. albicans in pure
or in sequential cultures in comparison with the control condition E. coli OP50 (alone). Genes were
considered differentially expressed when the p-value was lower than 0.05 (*), 0.01 (**), or 0.001 (***)
according to Fisher’s LSD test, and simultaneously when the expression change was of at least 2 times

or 0.5 times.
Genes of Interest
Insulin Signaling p38 MAPK e .
Pathway Signaling Pathway Ansinicroblals
Conditions daf-2 daf-16 sek-1 pmk-1 abf-2 cnc-4 fipr-22/fipr-23
E. coli OP50 1 1 1 1 1 1 1

Lcr35® 0.97 5.84 #+* 0.50 3.05 0.90 8.48 0.89

C. albicans 1.87 0.31 457 4.66 3.58 14.31 3.45

C. albicans + E. coli OP50 0.52 0.41 1.01 257 0.95 7.04 0.26

C. albicans + Ler35® 0.61 147 1124+ 242 8.00 ** 1.31 429*%

2.4.2. Effect of Lcr35® Curative Treatment on DAF-16 Nuclear Translocation

We investigated the effect of curative treatment on the cellular localization of DAF-16 over time
after infection by C. albicans. With our control condition (C. albicans only), the transcription factor
DAF-16 was quickly translocated into the nuclei after only 2 h of incubation (Figure 5A). When the
worms were infected by the yeast prior being fed with OP50, we observed that DAF-16 was mainly
located intermediately between the cytoplasm and the nuclei during the first hours of treatment and
then cytoplasmic after 24 h (Figure 5B). After a curative treatment with Lcr35®, the transcription factor

appeared more translocated to the nuclei during the first part of the treatment before also getting back
to a cytoplasmic localization (Figure 5C).
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Figure 5. Impact of curative Lcr35® treatment on DAF-16 cellular localization in C. elegans transgenic
strain TJ-356 expressing DAF-16::GFP. Worms fed on C. albicans only (A), on C. albicans + OP50 (B), and
on C. albicans + Lcr35® (C). Scale bar, 100 pm.
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3. Discussion

Among the therapeutic arsenal available for the treatment of infectious diseases, including fungal
diseases, LBPs appear to be a useful alternative to traditional drugs. In addition to having a very
low health risk, they have broad-spectrum antimicrobial properties. Although primarily used by
the population for therapeutic purposes, they were often studied as a preventive measure. Beyond
the antipathogenic properties of Lcr35®, recent studies in humans have shown improvement in the
health of patients with the administration of LBM. The effectiveness of Lcr35% for the treatment of
abdominal pain and intestinal functional disorders has been demonstrated in children [22-24] without
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however highlighting the molecular mechanisms. Recently, Dausset and colleagues demonstrated in
women the safety and well-tolerated characteristics of a new galenic form based on Lcr35®, promoting
the growth of endogenous vaginal Lactobacillus, in order to prevent an eventual dysbiosis [25]. In
a previous study [12], we demonstrated that a preventive administration of Lcr35® strain had two
in vitro effects: inhibition of C. albicans growth and biofilm formation on a Caco-2 cells monolayer.
Anti-C. albicans properties targeting in particular the adhesion of the pathogen to the epithelial cells
have been attributed to exopolysaccharides (EPS) by various studies [26,27]. We then hypothesized that
Lcr35® may synthesize antimicrobial molecules including EPS. However, in these conditions, where
Lcr35® is used as a curative treatment, it no longer allows the inhibition of the pathogen on Caco-2 cells
monolayers. We have performed here experiments with sequential cultures (C. albicans then native
Lcr35®) on intestinal cells while Nivoliez et al. was interested in co-cultures (C. albicans and industrially
formulated Lcr35®) on vaginal cells. The experimental conditions (culture medium, cells) as well as
the origin of the LBM strain (native strain vs industrially formulated strain) are two parameters to take
into consideration and which are very probably the cause of the difference observed compared with a
previous study [11]. The mechanisms involved in a preventive context would therefore not be effective
in a curative one, when the pathogen is already present on the cells. Several hypotheses could explain
these results. Antimicrobial molecules that inhibit the growth of yeast may only act on dividing cells.
Therefore, when the yeast is on stationary phase or does not divide, it is insensitive to these molecules.
With regard to adhesion, we can wonder if C. albicans adheres to epithelial cell surfaces covalently or
using low energy bonds. EPS secreted by Lcr35® will not be able to break covalent bonds because
of the absence of hydrolytic activity. If they are low energies, the competition for cell receptors may
be in favor of the pathogen. The competition hypothesis between the LBM and the yeast could be
further investigated by limiting the initial amount of yeast in order to favor the LBM. However, to fully
understand the LBM mechanisms of action, in vitro approaches are too limited. Moving to an in vivo
approach is mandatory to study the interactions between microorganisms (LBMs and pathogens) and
the host response.

We choose C. elegans as a relevant invivo model for studying the pathogenicity of
microorganisms [21,28-31] and the antimicrobial properties of lactic acid bacteria [32,33]. Unlike
in vitro experiments which demonstrated no significant antifungal effects of the LBM, those performed
in vivo showed that Lcr35® had interesting curative anti-C. albicans properties in the nematode.
Contradictory results can be explained by the experimental conditions. Thus, in vitro, Ler35® is
probably not in optimal conditions to allow inhibition of the yeast. This reveals the importance of using
complementary experimental models (in vitro and in vivo) to overcome their limitations. During our
in vivo tests, Lcr35® allowed a statistically significant increase in the survival of the host, including
after being contaminated by the yeast. The results obtained are in accordance with those using Lcr35®
in a preventive approach [12]. However, the experimental conditions are different. In a preventive
approach, Lcr35® has an action on its host before having an antipathogenic activity targeting C. albicans.
In a curative approach, the LBM first has an action against yeast and eventually on its host. Sharma et
al. recently tested the inhibitory properties of Lactobacillus spp against infection with pathogenic E. coli
strains, by co-infection, preventive, and curative approaches. The authors have put forward several
hypotheses that can explain the healing properties: the steric exclusion of the pathogen by the probiotic
strains as well as the competition for the cellular receptors because of the shared carbohydrate-binding
specificities with some entero-pathogens [17]. Our data showed that using supernatants did not allow
optimal protection of the host, confirming the essential presence of the LBM Lcr35® cells to observe
the anti-Candida effect. Thus, it is likely that the mechanism of action is based on a mischaracterized
direct interaction between Lcr35® and the yeast. In the absence of pathogenic yeast, with 30-50%
supernatant, we observed a significant increase in mean lifespan and worm longevity. On the other
hand, during a fungal infection, only 30% of supernatant at pH = 4.5 allows an increase in mean
lifespan. We hypothesize that there are two different mechanisms, one or more molecule present in the
culture supernatant have a pro-longevity action while others appear to have antifungal effect. In their
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work, Dausset et al. demonstrated in vitro that the molecule secreted by Lcr35® and having an anti
C. albicans activity had a molecular weight smaller than 10 kDa and was resistant to protease, lipase
and thermal treatments [34]. However, the molecule in question has not been identified precisely. It is
conceivable that this molecule is a bacteriocin but it would be interesting to study its antifungal activity
in C. elegans. Indeed, a recent study has shown that the bacteriocin EntV secreted by Enterococcus faecalis
inhibited the growth of yeast and protected the nematode from infection at the same time [34,35].
In addition, another study showed the involvement of extracellular vesicles of L. plantarum in the
activation of the host immune system against vancomycin-resistant enterococcal infection [36].

In our study, we observed that the duration of the Lcr35® treatment influences the curative
anti-C. albicans effect on nematode lifespan, suggesting that the quantity of Lcr35® ingested and/or the
treatment duration may have an impact on the effectiveness of the treatment. It is conceivable that
there is also a dose effect explaining the results obtained with the culture supernatants. The work of
Komura et al. showed that there was a dose effect linked to the pro-longevity effects of bifidobacteria,
in favor of a low Bifidobacterium/E. coli OP50 ratio [37]. A thorough transcriptional study will be
interesting to characterize the dose-dependent effect of LBPs administered. Therefore, we can question
the relevance of the evaluation of toxicokinetic and pharmacodynamic parameters as is the case for
traditional drugs. Such parameters would make it possible to adapt the prescription of LBPs and
improve their effectiveness.

We demonstrated that Lcr35® induced a transcriptional response in the host by activating the
transcription factor DAF-16 (nuclear translocation), and the activation of the p38 MAPK signalling
pathway involved genes, including in the presence of C. albicans. From a mechanistic point of view,
several hypotheses can explain the anti-C. albicans properties of Lcr35® in the nematode: a direct
interaction between the two microorganisms as well as an immunomodulation of the host by the LBM.
We have shown that even after curative treatment with the LBM, the digestive tract of the nematode is
colonized by the pathogen without showing a pathological state. These data are in accordance with
De Barros et al. and suggest that Lcr35® induced repression of virulence factors in C. albicans [16]. In
C. elegans, DAF-16 is closely related to mammalian FOXO3a, a transcription factor involved in the
inflammatory process [38]. Therefore, nuclear translocation of DAF-16 by Lcr35® can be interpreted as
the establishment of an inflammatory response in the host allowing it to survive an infection. The work
of Pukkila-Worley et al. [21] demonstrated that C. albicans induced a fast antifungal response in the
host with the overexpression of antimicrobial genes such as abf-2, cnc-4, cnc-7, fipr-22, and fipr-23. With
the exception of abf-2, all these genes are under the control of PMK-1, whose inactivation makes the
nematode susceptible to infection. In our study, we showed that Lcr35® curative treatment induced an
up regulation of most targeted genes (sek-1, pmk-1, fipr-22, and fipr-23), while cnc-4 and daf-16 remained
unchanged compared to the control condition. Based on the data of Pukkila-Worley et al. [21], the
presence of Lcr35® would allow activation of the host’s immune defenses via the highly conserved p38
MAPK signaling pathway. Also, it is possible that the bacterium exerts a direct action on the yeast by
at least partially inhibiting its virulence, thus limiting the deleterious effects of C. albicans in C. elegans.
The use of C. elegans mutants or RNAi could be further considered deciphering with precision the
signalling pathway(s) involved and the regulation mechanisms.

4. Materials and Methods

4.1. Microbial Strains and Growth Conditions

The E. coli OP50 strain was provided by the Caenorhabditis Genetics Center (Minneapolis, MN,
USA) and was grown on Lysogeny Broth (LB, Miller’s Modification) (Conda, Madrid, Spain) at 37 °C
overnight. The L. rhamnosus Lcr35® strain was provided by biose® (Aurillac, France) and was grown
in de Man, Rogosa, Sharpe (MRS) broth (bioMérieux, Marcy I'Etoile, France) at 37 °C overnight. C.
albicans ATCC® 10231™ was grown in yeast peptone glucose (YPG) broth pH 6.5 (per L: 10 g yeast
extract (Fisher Scientific, Hampton, NH, USA), 10 g peptone (Conda), 20 g glucose (Sigma, Saint-Louis,
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USA)) at 37 °C for 48 h. Microbial suspensions were spun down for 2 min at 1500 rpm (Rotofix
32A, Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Germany) and washed with M9 buffer (per L: 3 g KHyPOy, 6 g
Na,HPOy, 5 g NaCl, 1 mL 1 M MgSO;,) (Sigma) to obtain a final concentration of 100 mg/mL.

4.2. Influence of L. rhamnosus Ler35® on Growth of C. albicans on Caco-2 Cells Monolayer and on
Biofilm Formation

Growth inhibition of C. albicans by the LBM Lcr35® was examined using the human colorectal
adenocarcinoma cell line Caco-2 [39]. Caco-2 cells were grown in Dulbecco’s modified Eagle’s minimal
essential medium (DMEM, Life Technologie, Villebon-sur-Yvette, France) supplemented with 20%
inactivated fetal calf serum (Life Technologie) at 37 °C with a 5% CO, in air atmosphere. For the assays,
the cells were seeded at a concentration of 3.5 x 105 cells/well in 24-well plates (Dutscher, Brumath,
France) and placed in growth conditions for 24 h. Microbial strains were grown according to Nivoliez
et al. [11]. After growth, cell culture medium was removed and replaced by 1 mL of DMEM and 250 uL
of C. albicans culture (107 CFU/mL) in each well and incubated for 24 h. Ler35® (250 pL of culture
(108 CFU/mL)) was added in each well and incubated for 48 h. The inhibition of C. albicans by Lcr35®
was evaluated during (24 h) and after co-incubation (48 h). One hundred microliters of suspension
were taken from each of the wells and the number of viable bacteria and/or yeasts was determined by
plating serial dilutions of the suspensions onto MRS or Sabouraud agar plates. For the measurement
of C. albicans biofilm formation, after incubation for 48 h, the wells were washed twice with 0.5 mL of
PBS and cells harvested with 1 mL of trypsin at 37 °C. As for the inhibition assay, the number of viable
bacteria or/and yeasts were determined by plating serial dilutions of the suspensions onto MRS or
Sabouraud agar plates. The plates were incubated at 37 °C for 72 h (MRS) or 48 h (Sabouraud). Each
assay, performed three times independently, contained two technical replicates.

4.3. C. elegans Maintenance

C. elegans N2 (wild-type) and TJ356 (daf-16p::daf-16a/b::GFP + rol-6(su1006)) strains were acquired
from the Caenorhabditis Genetics Center. The nematodes were grown and maintained at 20 °C on
nematode growth medium (NGM) (per L: 3 g NaCl (Sigma); 2.5 g peptone (Conda); 17 g agar (Biokar
Diagnostics, Beauvais, France); 5 mg cholesterol (Sigma); 1 mM CaCl, (Sigma); 1 mM MgSO; (Sigma),
25 mL 1 M potassium phosphate (Sigma) buffer at pH 6) plates supplemented with yeast extract (4 g/L)
(NGMY) and seeded with E. coli OP50 [40]. For all experiments, wild-type C. elegans N2 was used
except for the study of the localization of DAF-16 (T]356 strain).

4.4. C. elegans Synchronization

To avoid variations in results due to age differences, a worm synchronous population was required.
Gravid worms were washed off using M9 buffer and spun down for 2 min at 1500 rpm. Five millilitres
of worm bleach (2.5 mL of M9 buffer, 1.5 mL of bleach, 1 mL of 5 M sodium hydroxide) were added
to the pellet and vigorously shaken until adult worm body disruption. The action of worm bleach
was stopped by adding 20 mL of M9 buffer. The egg suspension was then spun down for 2 min at
1500 rpm and washed twice with 20 mL of M9 buffer. Eggs were allowed to hatch under slow agitation
at 25 °C for 24 h in approximately 20 mL of M9 buffer. L1 larvae were then transferred onto NGMY
plates seeded with E. coli OP50 until they reached the L4/young adult stage.

4.5. Effects of L. rhamnosus Lcr35® on Candidiasis in C. elegans

Sequential feeding with Lcr35® and C. albicans was induced in C. elegans in all experiments (curative
assays). As control groups, a monotypic contamination was induced in C. elegans by inoculating with
only C. albicans, Lcr35® or E. coli OP50.
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4.5.1. Preparation of Plates Containing LBM or Pathogen Yeasts

One hundred microliters of Ler35® or E. coli OP50 suspension (100 mg/mL) were spread on
NGMY + 0.12 mM FUdR (Sigma) plates (in order to prevent C. elegans progeny) and incubated at 37 °C
overnight. Concerning C. albicans strain, 100 uL of suspension were spread on Brain Heart Infusion
BHI (Biokar Diagnostics) + 0.12 mM FUdR plates and incubated at 37 °C overnight.

4.5.2. Survival Assay: Curative Treatment

The survival assay was performed according to Poupet et al. [12], with some modifications.
During a curative treatment, young L4 adult worms were placed on plates containing C. albicans for 2 h
at 20 °C. Next, worms were washed with M9 buffer to remove yeasts prior being placed on Lcr35®, at
20 °C for different times (2, 4, 6, and 24 h). Infected nematodes were washed off plates using M9 buffer
prior to be transferred into a 6-well microtiter plate (approximately 50 worms per well) containing
2mL of BHI/M9 (20%/80%) + 0.12 mM FUdR liquid assay medium per well and incubated at 20 °C.
For the control groups (i.e., C. albicans + E. coli OP50, E. coli OP50 alone, Lcr35® alone and C. albicans
alone), worms were treated in the same way. Nematodes were observed daily and were considered
dead when they did not respond to a gentle mechanical stimulation. This assay was performed as
three independent experiments containing three wells per condition.

4.6. Study of L. rhamnosus Lcr35® Cell-Free Supernatant on Candidiasis in C. elegans

The potential protective effect of Lcr35® cell-free supernatant was investigated. For this, a culture
of Lcr35® was carried out in MRS broth and incubated for 24 h at 37 °C. The broth was centrifuged for
15 min at 14,000 rpm (Rotofix 32A, Hettich Zentrifugen). The supernatant was then sterilized using a
0.22 um filter. As before, L4/young adult worms were placed on plates containing C. albicans for 2 h at
20 °C. Next, worms were washed with M9 buffer to remove yeasts prior being transferred into a 6-well
microtiter plate (about 50 worms per well) containing 2 mL of BHI/M9 (20%/80%) liquid assay medium
supplemented by Lcr35® cell-free supernatant (30%, 50%, 100% at pH = 4.5 or pH = 7) and 0.12 mM
FUdR per well and incubated at 20 °C. Regarding the supernatant at pH =7, it was neutralized with a
5N sodium hydroxide solution (Panreac, Barcelona, Spain). For the control groups (i.e., E. coli OP50 +
Ler35® cell-free supernatant), worms were treated in the same way. Nematodes were observed daily
and were considered dead when they did not respond to a gentle mechanical stimulation. This assay
was performed as three independent experiments containing three wells per condition.

4.7. Visualization of C. albicans in C. elegans Intestine

In order to study the presence of the pathogen C. albicans in the worm gut, a fluorescent staining
of the yeast was performed. The yeast was stained with DAPI (Thermo Scientific, Karlsruhe, Germany)
according to the manufacturer’s instructions. A fresh culture of C. albicans was performed in YPG
broth as described in Section 4.1, 10 uL of DAPI at 300 nM was added to 1 mL of C. albicans suspension
and incubated at room temperature in the dark for 15 min. The unbound dye was removed by
centrifugation (14,000 rpm for 5 min at 4 °C) (Beckman J2-MC Centrifuge, Beckman Coulter, Brea, USA)
and washed with 1 mL of M9 buffer. Subsequently, the nematodes were fed on labelled-C. albicans on
BHI plates for 72 h and then with E. coli OP50 or Lcr35® on NGMY plates for 24 h. The nematodes
were then visualized using a fluorescence microscope at 100X magnification (Evos FL, Invitrogen).

4.8. RNA Isolation and Real-Time Quantitative PCR

Approximately 10,000 worms were harvested from NGMY plates with M9 buffer. Total RNA was
extracted by adding 500 uL of TRIzol reagent (Ambion by Life Technologies, Carlsbad, USA). Worms
were disrupted using a Precellys (Bertin Instruments, Montigny-le-Bretonneux, France) and glass beads
(PowerBead Tubes Glass 0.1 mm, Mo Bio Laboratories, USA). Beads were removed by centrifugation
at 14,000 rpm for 1 min (Eppendorf® 5415D, Hamburg, Germany), and 100 uL of chloroform were
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added to the supernatant. Tubes were vortexed for 30 s and incubated at room temperature for 3 min.
The phenolic phase was removed by centrifugation at 12,000 rpm for 15 min at 4 °C. The aqueous
phase was treated with chloroform as previously described. RNA was precipitated by adding 250 uL
of isopropanol for 4 min at room temperature and spun down at 12,000 rpm for 10 min (4 °C). The
supernatant was discarded, and the pellet was washed with 1 mL of 70% ethanol. The supernatant
was discarded after centrifugation at 14,000 rpm for 5 min (4 °C), and the pellet was dissolved in 20 uL
of RNase-free water. RNA was reverse-transcribed using a High-Capacity cDNA Archive kit (Applied
Biosystems, Foster City, USA) according to the manufacturer’s instructions. For real-time qPCR assay,
each tube contained 2.5 uL of cDNA, 6.25 uL of Rotor-Gene SYBR Green Mix (Qiagen GmbH, Hilden,
Germany), 1.25 uL of 10 uM primers (reported in Table 3) (Eurogentec, Seraing, Belgium), and 1.25 uL
of water. All samples were run in triplicate. Rotor-Gene Q Series Software (Qiagen GmbH) was used
for the analysis. The quantification of gene-of-interest expression (Egor) was performed according
to the following formula [41] taking into account the efficiency of the PCR for each primer pair and
normalizing the expression of the gene of interest by two reference genes: cdc-42 and Y45F10D 4.

(GOI efficiency ) *“'e"

o

Ecor =

\/ (cdc—42 efficiency)AG“"“*Z X (Y45F10D.4 efficiency)ACt‘“E’F“’D-5
The worms fed with E. coli OP50 were used as control conditions for the gene expression calculation.

Table 3. Targeted C. elegans genes primers for qPCR analysis.

Gene Name Gene Type Forward Primer (5'-3") Reverse Primer (5'-3") Reference
cdc-42 housekeeping ATCCACAGACCGACGTGTTT GTCTTTGAGCAATGATGCGA [42]
Y45F10D.4 housekeeping CGAGAACCCGCGAAATGTCGGA  CGGTTGCCAGGGAAGATGAGGC [43]
daf-2 GOI AAAAGATTTGGCTGGTCAGAGA  TTTCAGTACAAATGAGATTGTCAGC [44]
daf-16 GOI TTCAATGCAAGGAGCATTTG AGCTGGAGAAACACGAGACG [44]
sek-1 GOI GCCGATGGAAAGTGGTTTTA TAAACGGCATCGCCAATAAT [44]
pmik-1 GOl CCGACTCCACGAGAAGGATA AGCGAGTACATTCAGCAGCA [44]
abf-2 GOl TCGTCCGTTCCCTTTTCCTT CCTCTCTTAATAAGAGCACC [12]
fipr-22ffipr-23 GOl CCCAATCCAGTATGAAGTITG ATTTCAGTCTTCACACCGGA [12]
cnc-4 GOl ATGCTTCGCTACATTCTCGT TTACTTTCCAATGAGCATTC [12]
cne-7 GOl TTTTGTTGGCTCTGGTGGCA ATGAGTCCAGGACGGTACAT [12]

4.9. DAF-16 Nuclear Localization

DAF-16 nuclear localization was followed as described by others [45] using a transgenic TJ-356
worm strain constitutively expressing the DAF-16 transcription factor fused to GFP (DAF-16::GFP).
Once adults, worms were exposed to C. albicans for 2, 4, 6, and 24 h at 20 °C. A curative approach
was conducted: worms were put in the presence of C. albicans for 2 h and after with E. coli OP50 or
Ler35® for 4 h at 20 °C. The nematodes were subsequently imaged 2, 4, 6, and 24 h after infection. The
translocation of DAF-16::GFP was scored by the observation of the presence of GFP accumulation in
the C. elegans cell nuclei, using a fluorescence microscope at 40x magnification (Evos FL, Invitrogen).

4.10. Statistical Analysis

Data are expressed as the mean + standard deviation. The C. elegans survival assay was examined
by using the Kaplan-Meier method, and differences were determined by using the log-rank test with
R software version 3.6.1 [46], and the survival [47] and survminer [48] packages. For C. albicans
growth inhibition and C. elegans gene expressions, differences between conditions were determined
by a two-way ANOVA followed by a Fisher’s Least Significant Difference (LSD) post hoc test using
GraphPad Prism version 8.2.0 for macOS (GraphPad Software, La Jolla, California, USA). For C.
albicans biofilm formation, differences between conditions were determined by an unpaired t test using
GraphPad Prism version 8.2.0 for macOS. Each experiment was performed in three different replicates.
A difference with p-value < 0.05 was considered as significant.
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5. Conclusions

This study showed the effectiveness of the LBM Lcr35® in a curative context. Although it did
not allow the reduction of the fungal growth in vitro in our experimental conditions, it had in vivo
antifungal capabilities with a protection of the C. albicans infected worm C. elegans. Our data suggest
that a Ler35® treatment tends to activate C. elegans immune response (overexpression genes of the p38
MAPK pathway and encoding for antimicrobials). An exhaustive transcriptomic study would allow a
better understanding of the interactions between C. elegans, C. albicans and Lcr35®. Once the molecular
mechanisms well characterized, it would be of interest to evaluate the possibility to extrapolate to
other strains of Lactobacillus spp. and Candida spp. and to include the C. elegans approaches in the usual
tests allowing the identification of new live biotherapeutic microorganisms.
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Cette étude a montré I'efficacité du LBM Lcr35® dans un contexte curatif. Bien qu'’il n’ait
pas permis la réduction de la croissance fongique in vitro dans nos conditions expérimentales,
il a montré des capacités antifongiques in vivo avec une protection du ver infecté par C.
albicans. Nos données suggérent qu’un traitement avec Lcr35® va activer la réponse
immunitaire de C. elegans via la surexpression des génes de la voie p38 MAPK et des génes
codant pour des molécules antimicrobiennes. Une étude transcriptomique globale permettrait
de mieux comprendre les interactions entre C. elegans, C. albicans et Lcr35® dans le contexte

de I'approche curative.

Comme dans le cas de I'approche préventive, une fois les mécanismes moléculaires
caractérisés, il est envisagé d’évaluer la possibilité d’extrapoler les résultats obtenus a d’autres

souches de Lactobacillus spp. et Candida spp.

Pris dans leur globalité, les résultats obtenus lors d’approches préventives (chapitre 2)
et lors d’approches curatives suggérent que les mécanismes mis en jeu sont différents, au
moins partiellement. La comparaison des profils transcriptomiques chez I'héte C. elegans met
en évidence ces différences. Il serait dés lors intéressant de prendre en compte ce type de
réponse différentielle dans la mise au point de formulations industrielles afin d’en optimiser les
propriétés thérapeutiques en fonction du type de prescription (préventive ou curative). Aussi,
afin d’apporter une compréhension plus fine des mécanismes mis en jeu lors d’'une approche
curative et des différences par rapport a une approche préventive, une étude transcriptomique

globale a été réalisée (Chapitre 4).
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Chapitre 4.

Etude mécanistique de la réponse de C. elegans

C. elegans a été utilisé comme modéle in vivo pour analyser les effets pro-longévité,
et anti-candidose du LBM L. rhamnosus Lcr35®. Pour aller plus loin dans la compréhension
des mécanismes impliqués, une approche globale a été utilisée. Cette analyse
transcriptomique a haut débit (RNAseq) a révélé une réponse spécifique de C. elegans selon
que le ver est en présence de la bactérie, de la levure ou des deux. En paralléle, des études
sur des mutants «perte de fonction » ont démontré que les protéines DAF-2, DAF-16, SEK-1
et SKN-1 étaient impliqgués dans 'augmentation de la durée de vie induite par Lcr35® alors
gu’elle était indépendante de jnk-1. Ces expérimentations ont également montré que I'effet
anti C. albicans de la bactérie mobilisait DAF-166 et SEK-1 alors qu’il était indépendant de
DAF-2 et SKN-1. De plus, l'effet pro-longévité observé du Lcr35° n’est pas di a la protection
contre le stress oxydatif (H202). Ensemble, ces résultats ont montré l'implication de la
kinase p38 MAP et des voies de signalisation de type insuline pour les propriétés de pro-
longévité et anti-C. albicans de Lcr35®. Dans I'ensemble, ces résultats fournissent de

nouvelles informations pour comprendre les mécanismes d’action d’une souche probiotique.

Poupet C, Rifa E, Theil S, Bonnet M, Veisseire P, Cardin G, et al. The p38 MAP kinase
pathway and the DAF-16 transcription factor are involved in prolongevity and anti-candidiasis

properties of Lactobacillus rhamnosus Lcr35® in Caenorhabditis elegans. In prep.

Note : cet article correspond a une premiére ébauche d’un article original dont la

soumission est prévue ultérieurement. Il sera donc amené a évoluer.
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1 Abstract

Lactic acid bacteria, including Lactobacillus, are the major representatives of probiotics or Live
Biotherapeutic Microorganism in the case of proven antimicrobial properties. However, in most
cases, the mechanisms of action remain unknown. The antifungal potential of live
biotherapeutic microorganisms (LBM) has already been demonstrated using preclinical
models (cell cultures, laboratory animals). Understanding their mechanisms of action is
strategic for the development of new therapeutics for humans. Here, Caenorhabditis elegans
was used as an in vivo model to analyze pro-longevity, anti-aging and anti-candidiasis effects
of the LBM Lactobacillus rhamnosus Lcr35®. A high-throughput transcriptomic analysis
revealed a specific response of C. elegans depending on whether it is in the presence of the
bacterium (structural response), the yeast (metabolic response) or both. Studies on DAF-2,
DAF-16, JNK-1, SEK-1 and SKN-1 mutants demonstrated that daf-2, daf-16, sek-1 and skn-1
genes were involved in the extended lifespan provided by this bacterial strain whereas it was
Jnk-1independent. In addition, the anti C. albicans effect of the bacterium requires the daf-16
and sek-1 genes while it is independent of daf-2 and skn-1. In addition, the anti-aging effect of
Lcr35®, linked to the extension of longevity, is not due to protection against oxidative stress
(H20.). Taken together, these results have formally shown the involvement of the p38 MAP
kinase and insulin-like signaling pathways for the prolongevity and anti-Candida albicans
properties of Lcr35®. Overall, these findings provide new insight for understanding the

mechanisms of action of a probiotic strain with antimicrobial potential.

Keywords: C. elegans; probiotic; candidiasis; host response; mechanisms of action

2 Introduction

Microorganisms with probiotic potential are often found in the commensal microbiota of the
intestine of mammals [1]. They are especially known for their role in gut homeostasis [2] and
in enhancing host immunity [3]. Initially defined by the World Health Organization (WHO) and
the Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO) as « live microorganisms,
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which, when administered in adequate amounts, confer a health benefit on the host » [4],
probiotics whose therapeutic properties have been proven clinically are now known under the
name Live Biotherapeutic Microorganisms (LBM) or Live Biotherapeutic Products (LBP). A
LBP, as defined by the Center for Biologics Evaluation and Research (CBER), is “a biological
product that: (1) contains live organisms, such as bacteria; (2) is applicable to the prevention,
treatment, or cure of a disease or condition of human beings; and (3) is not a vaccine” [5].
The first investigations performed [6] on lactic acid—producing bacteria (LAB) and their health
effects in humans by Metchnikov in 1908 suggested that LAB ingestion improved host health.
Most of studies of probiotics LAB have shown their beneficial effects using in vitro models but
lack insight into the potential mechanism of action.

Caenorhabditis elegans is a small soil nematode that primarily feeds on bacteria. It is widely
used as an experimental system for aging, various biological research studies, including
bacterial infection, and immunological research, because of their morphological simplicity,
suitability for genetic analysis, ease of maintenance in the laboratory, and short lifespan and
reproductive cycle [7].

Due to its genetic and protein proximity to humans [8], the C. elegans model allows
experiments to be carried out in order to characterize the interactions between different
microorganisms and a host. It has already been used to study the pathogenicity mechanisms
of Candida albicans [9], [10]. Pukkila-Worley and colleagues discovered and characterized the
antifungal response put in place by the worm upon contact with the yeast. This response
involves the expression of genes coding for antimicrobials (fipr-22, fipr-23) but also
detoxification enzymes (trx-3). They also demonstrated that part of these antimicrobials was
dependent on the p38 MAPK signaling pathway, a pathway that is highly conserved in the
animal kingdom. [11]. However, few studies have been conducted with the nematode on the
use of probiotic microorganisms for the treatment of C. albicans fungal infection [12]-[14].
Precedent in vitro investigations of Nivoliez et al. [15] revealed a high Killing rate of C. albicans
induced by Lactobacillus rhamnosus Lcr35®. The authors demonstrated that although Lcr35®
adheres little to epithelial cells, it favorably allows the restoration of commensal microbiota.

Poupet et al. 3

PaAGcE 182|299



CHAPITRE 4. ETUDE MECANISTIQUE DE LA REPONSE DE C. ELEGANS

78
79
80
81
82
83

84

86
87
88
89
90
91
92
93

94

96
97
98
99
100
101
102
103

104

Until now, the molecular mechanisms responsible for the anti-pathogenic activity of Lcr35®
have been little described in the literature. The establishment of animal models sufficiently
close to humans is therefore necessary in order to characterize them.

In our previous studies, the probiotic properties of L. rhamnosus Lcr35® were highlighted in the
nematode C. elegans model. We have demonstrated that L. rhamnosus Lcr35® induces a
significant increase in the longevity of the nematode when it was fed with this bacterium. We
hypothesized that this increase in longevity was related to activation of the transcription factor
FoxO DAF-16. On the other hand, we did not note any impact of the bacterial strain on the
growth of the nematode [13]. Second, when we simulated a fungal infection with Candida
albicans in C. elegans, using either a preventive approach [13] or a curative approach [14],
Lcr35® provided effective protection of the host against candidiasis. A significant increase in
longevity has been shown in these fungal infection conditions, although the presence of yeast
in the digestive tract of the worm has been detected. Using preliminary mechanistic analyzes,
we hypothesized that preventive therapy appeared to suppress the immune response of the
nematode with repression of genes encoding antimicrobials as well as the p38 MAPK pathway.
Conversely, during a curative treatment, we observed the stimulation of host immunity. These
two works contributed to demonstrating the relevance of the nematode model to study the
interactions between different microorganisms but also with a host, here between a bacterium,
a yeast and a metazoan.

In this paper, we focused on the study of the mechanisms of action allowing to explain the
preventive probiotic properties of L. rhamnosus Lcr35® including the pro survival and anti
Candida albicans activities. For this, the invertebrate model Caenorhabditis elegans was used
to characterize the signaling pathways of the host involved the response to the ingestion of a
probiotic strain. This response was assessed by conducting a global transcriptomic analysis
by high throughput sequencing of messenger RNAs from C. elegans. This analysis was
completed by the study of longevity and survival to the infection of mutant worms to identify
key genes necessary for Lcr35® probiotic effects. Moreover, some authors having shown a
causal relationship between probiotics, oxidative stress and longevity [16], [17], a research of
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the antioxidant effect of Lcr35® in the host was carried out. The works presented here represent
the first study highlighting the anti C. albicans mechanisms of action of a Lactobacillus using

the preclinical model C. elegans.

3 Material and methods

3.1 Microbial strains and growth conditions

The microbial strains were grown as described in our previous work [14]. Briefly, the E. coli
OP50 strain was provided by the Caenorhabditis Genetics Center (Minneapolis, MN, USA) and
was grown on Lysogeny Broth (LB, Miller's Modification) (Conda, Madrid, Spain) at 37 °C
overnight. The L. rhamnosus Lcr35® strain was provided by biose® (Aurillac, France) and was
grown in de Man, Rogosa, Sharpe (MRS) broth (bioMérieux, Marcy I'Etoile, France) at 37 °C
overnight. C. albicans ATCC® 10231™ was grown in yeast peptone glucose (YPG) broth pH
6.5 (per L: 10 g yeast extract, 10 g peptone, 20 g glucose) at 37 °C for 48 h. Microbial
suspensions were spun down for 2 min at 1,500 rpm (Rotofix 32A, Hettich Zentrifugen,
Tuttlingen, Germany) and washed with M9 buffer (per L: 3 g KH2PO4, 6 g Na:HPO4, 5 g NaCl,
1 mL 1 M MgSOQs) to obtain a final concentration of 100 mg.mL".

3.2 Caenorhabditis elegans maintenance

C. elegans N2 (wild-type), CB1370 (daf-2(e1370) Ill), GR1307 (daf-16(mgDf50) 1), KU4 (sek-
1(km4) X), LG333 (skn-1(zu135) 1V;gels7) and VC8 (jnk-1(gk7) IV) strains were acquired from
the Caenorhabditis Genetics Center. The nematodes were grown and maintained at 20 °C (15
°C for the CB1370 strain) on nematode growth medium (NGM) (per L: 3 g NaCl; 2.5 g peptone;
17 g agar; 5 mg cholesterol; 1 mM CaCl,; 1 mM MgSOs, 25 mL 1 M potassium phosphate
buffer at pH 6) plates supplemented with yeast extract (4 g.L"") (NGMY) and seeded with E.
coli OP50 [18].

3.3 Caenorhabditis elegans synchronization

The synchronization was performed as described in our previous work [14]. Briefly, to avoid

variations in results due to age differences, a worm synchronous population was required.
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Gravid worms were washed off using M9 buffer and spun down for 2 min at 1,500 rpm. Five
millilitres of worm bleach (2.5 mL of M9 buffer, 1.5 mL of bleach, 1 mL of 5 M sodium hydroxide)
was added to the pellet and vigorously shaken until adult worm body disruption. The action of
worm bleach was stopped by adding 20 mL of M9 buffer. The egg suspension was then spun
down for 2 min at 1,500 rpm and washed twice with 20 mL of M9 buffer. Eggs were allowed to
hatch under slow agitation at 25 °C for 24 h in approximately 20 mL of M9 buffer. L1 larvae
were then transferred onto NGMY plates seeded with E. coli OP50 until they reached the
L4/young adult stage.

3.4 Oxidative stress assays on agar plates

The aim is to characterize the potential antioxidant activity of the Lcr35® probiotic strain on C.
elegans N2 (wild-type) as described by Grompone et al. [16]. Briefly, 100 microliters microliters
of Lcr35® or E. coli OP50 suspension (100 mg.mL-") were spread on peptone-free NGM + 0.12
mM FUdR (6-well plate) and incubated at 37 °C overnight. Synchronized L4 / young adult
worms were transferred onto each well and incubated at 20 °C for 5 days and then transferred
onto either peptone-free NGM (control) or peptone-free NGM with 3 mM H,O- (Acros organics,
Geel, Belgium). After 3.5 h of incubation, worm viability was scored and the survival rate o,
was calculated using the following formula:

(Nworms alive at t=3.5 hours

) ) on NGM with H,0,
worms alive at t=0 hour

o, =

(Nworms alive at t=3.5 hours

. on NGM without H,0
Nworms alive at t=0 hour ) 2¥2

An animal was scored as dead when it did not respond to a gentle mechanical stimulation.
This assay was performed as three independent experiments with three plates per condition.
Differences between conditions were determined by an unpaired t test using GraphPad Prism

version 8.2.0 for macOS. A p-value < 0.05 was considered as significant.

3.5 C. elegans lifespan assay

The lifespan assay was performed as described in our previous work [14]. Synchronous L4
worms were transferred to NGMY with 0.12 mM 5-fluorodeoxyuridine FUdR (Sigma, Saint-

Louis, USA) to avoid egg hatching and seeded with 100 uL of microbes at 100 mg.mL-"
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microbial strain (~50 worms per plate) as previously stated. The plates were kept at 20 °C (15
°C for the CB1370 strain), and live worms were scored each day until the death of all animals.
An animal was scored as dead when it did not respond to a gentle mechanical stimulation.
This assay was performed as three independent experiments with three plates per condition.

The C. elegans lifespan assay was examined using the Kaplan-Meier method, and differences
were determined using the log-rank test with R software version 3.5.0 [19], and the survival

[20] and survminer [21] packages. A p-value < 0.05 was considered significant.

3.6 Effects of L. rnamnosus Lcr35® on candidiasis in C. elegans

Sequential feeding with Lcr35® and C. albicans were induced in C. elegans in all experiments.
As control groups, monotypic contamination was induced in C. elegans by inoculation with only
C. albicans, Lcr35® or E. coli OP50. This experiment was performed as described in our
previous work [13].

3.6.1 Preparation of plates containing probiotic bacteria or pathogenic yeasts

One hundred microlitersmicroliters of Lcr35® or E. coli OP50 suspension (100 mg.mL™") was
spread on NGMY + 0.12 mM FUdR plates and incubated at 37 °C overnight. Conceming C.
albicans strains, 100 pyL of suspension was spread on Brain Heart Infusion BHI (Biokar

Diagnostics, Beauvais, France) + 0.12 mM FUdR plates and incubated at 37 °C overnight.

3.6.2 Survival assay: preventive treatment

The survival assay was performed according to the work of de Barros [12], with some
modifications. During a preventive treatment, young adult worms were placed on plates
containing Lcr35® at 20 °C for 4 h. Next, the worms were washed with M9 buffer to remove
bacteria prior to being placed on C. albicans plates for 2 h at 20 °C. Infected nematodes were
washed off plates using M9 buffer prior to being transferred to a 6-well microtiter plate
(approximately 50 worms per well) containing 2 mL of BHI/M9 (20%/80%) + 0.12 mM FUdR
liquid assay medium per well and incubated at 20 °C (15°C for the CB1370 strain). For the
control groups (i.e., E. coli OP50 + C. albicans, E. coli OP50 only, Lcr35® only and C. albicans

only), worms were treated in the same way. Nematodes were observed daily and were
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considered dead when they did not respond to a gentle mechanical stimulation. This assay
was performed as three independent experiments containing three wells per condition.

The C. elegans survival assay was examined using the Kaplan-Meier method, and differences
were determined using the log-rank test with R software version 3.5.0 [19], and the survival

[20] and survminer [21] packages. A p-value < 0.05 was considered significant.
3.7 C. elegans whole transcriptome modulation analysis

3.7.1 Sample preparation for RNA analysis

The RNA isolation was performed as described in our previous work [14]. Briefly, worms were
fed with either with a single strain (E. coli OP50 or Lcr35® or C. albicans) or two strains
successively (E. coli OP50 or Lcr35° first to C. albicans). Approximately 10,000 worms (N2
strain) were harvested from NGMY plates with M9 buffer. Total RNA was extracted by adding
500 uL of TRIzol reagent (Ambion by Life Technologies, Carlsbad, USA). Worms were
disrupted using a Precellys (Bertin Instruments, Montigny-le-Bretonneux, France) and glass
beads (PowerBead Tubes Glass 0.1 mm, Mo Bio Laboratories, USA). Beads were removed
by centrifugation at 14,000 rpm for 1 min (Eppendorf® 5415D, Hamburg, Germany), and 100
ML of chloroform were added to the supernatant. Tubes were vortexed for 30 seconds and
incubated at room temperature for 3 min. The phenolic phase was removed by centrifugation
at 12,000 rpm for 15 min at 4 °C. The aqueous phase was treated with chloroform as previously
described. RNA was precipitated by adding 250 pL of isopropanol for 4 min at room
temperature and spun down at 12,000 rpm for 10 min (4 °C). The supernatant was discarded,
and the pellet was washed with 1,000 pL of 70% ethanol. The supernatant was discarded after
centrifugation at 14,000 rpm for 5 min (4 °C), and the pellet was dissolved in 20 uL of RNase-
free water.

Any DNA present in the samples was removed using the DNase treatment and removal kit
(Invitrogen). Ten micrograms of RNA were mixed with 5 pL of 10X buffer, 0.5 yL of DNAse and
35 pL of RNAse-free water and incubated at 37 °C for 30 min. Then, 0.5 pL of DNAse were

added and incubated again at 37 °C for 30 min. Afterwards, DNAse was inactivated by added
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5 puL of DNAse Inactivation Reagent, mixed thoroughly and incubated for 2 min at room
temperature. The samples were centrifuged for 2 min at 10 000 rpm (Beckman J2-MC,
Beckman Coulter, Brea, USA) and the supernatants were transferred into clean Eppendorf
tubes.

The concentration of RNA in each sample was assessed with a Nanodrop 2000c
spectrophotometer (Termo Scientific) and the quality was evaluated using an Agilent 2100
Bioanalyzer system (Agilent Technologies, Santa Clara, USA). Samples were stored at -80 °C
until use.

3.7.2 Determination of C. elegans transcription modulation by RNA sequencing

The following steps were performed by the MGX Platform (Montpellier GenomiX, CNRS,
Montpellier, France) using lllumina Kits, devices and softwares (lllumina Inc, San Diego, USA):
construction of the mRNA library using a TruSeq Stranded mRNA Sample Preparation Kit;
cluster generation with the cBot system using a Cluster Generation Kit; hybridization of the
sequencing primer on the flow-cell; 50-bp single-read sequencing using a HiSeq 2500 device
with Sequence by Synthesis technology; informatic pretreatments, i.e., image analysis with the
HiSeq Control Software and Real-Time Analysis component, base-calling with the RTA
software and demultiplexing with bcl2fastq. The RNAseq data are available XXX. The quality
scores across all bases of all reads and the N (non-attributed bases) content across all bases
were determined for each condition with the FastQC software from the Babraham Institute.
The research of contaminants is carried out using FastQ Screen.

The reads were aligned on reference genomes using Bowtie2 software: C. elegans
(WBcel235, UCSC), and C. albicans SC5314 Assembly 22 (Candida Genome Database).
Reads which did not aligned on C. elegans genome were excluded from further analysis.
Retained reads were counted using featureCounts software (version 1.6.4) and analysis of
differential expression was achieved by the package DESeq2. Gene expression changes with
adjusted p-value of less than 0.05 were declared differentially expressed and considered for

further analysis.
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Using significantly differentially expressed genes (adjusted p-value less than 0.05), a Gene
Ontology analysis was performed. For this, the genes were sorted according to their
expression (under-expression or over-expression) and according to whether the worms were
in contact with a single microbial strain or a sequential culture. The lists obtained were then
analyzed using the R topGO package [22]. Three levels of analysis were considered: biological
process, molecular function and cellular component. Only the GO terms significantly enriched
(Fisher test, p <0.05) were retained and represented graphically using the WEGO online

interface (http://wego.genomics.org.cn/).

4 Results

4.1 Impact of Lcr35® or C. albicans single strains on C. elegans whole
transcriptome

Differential analysis of the C. elegans transcriptome (Figure 1) showed that L. rhamnosus
Lcr35® induced the overexpression of 132 genes and the repression of 30 genes, significantly.
In contrast, the pathogen C. albicans caused overexpression in 43 genes and repression in
153 genes. We have also noticed that 25 genes are overexpressed and 5 genes are repressed
both in the presence of bacteria and yeast.

In the presence of C. albicans (Figure 2 (a)), we observed a significant enrichment of the
biological processes involved in lipid catabolism (carboxylic acid metabolic process and fatty
acid B oxidation), in the transport of lipids, in the redox activity (cellular aldehyde metabolic
process) and the carbohydrate anabolism via the glyoxylate cycle. The oxidative catabolism
was pointed out by molecular functions like lyase, aldehyde dehydrogenase (NAD) and
transporter activity. Likewise, this was associated with the cellular component of the
peroxisome. In addition, we noticed a significant enrichment of terms related to intestinal
development and cuticle synthesis. On the other hand, if we consider the downregulated genes
(Figure 2 (b)), we noted that they were mainly involved in processes related to the reproduction
and development of germ lines. From a molecular point of view, we have noticed an over-
representation of hydrolytic functions (ether and epoxide hydrolase) and binding. These
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molecular functions involve cell compartments in connection with gametes (yolk) and
membrane structures (external encapsulating structure, side of membrane).

In the presence of the L. rhamnosus Lcr35® strain, the overexpressed genes (Figure 3 (a))
were involved in totally different biological processes and were rather structural in nature.
Indeed, we observed a significant enrichment of the terms related to the synthesis of the cuticle
(collagen and cuticulin) and the molting phenomenon. Similar GO terms were also found at the
level of molecular functions, in particular with the terms "structural molecule activity" and
"structural constitute cuticle activity". The extracellular compartment and the collagen matrix
were particularly represented. We still noted ontologies related to metabolic and signaling
activities including the (negative) regulation of the insulin pathway DAF-2 / DAF-16, the
metabolism of organic acids and the storage of lipids. As for the under-regulated genes (Figure
3 (b)), they are more involved in metabolic activities with the negative regulation of protein
metabolism, the negative regulation of translation as well as cellular homeostasis. From a
molecular point of view, we noted that the genes are also related to hydrolytic activities
including phosphoesters, binding of messenger RNAs and proteins, and RNA helicase activity,
which is correlated with the regulation of translation. Some of these ontologies are related to
ribonucleoprotein complexes as well as germline (yolk granules, P granules).

We also compared worm transcriptomes in the presence of L. rhamnosus Lcr35® and C.
albicans. In the same way as previously, our results showed that C. albicans induces the
activation of metabolic processes (Figure 4 (a)) notably in connection with the biosynthesis of
quinolinate, a dicarboxylic acid with a pyridine backbone and a tryptophan degradation
product. This metabolic activity is also highlighted by a significant enrichment of the metabolic
functions associated with membrane transporters (symporter) and enzymatic activities lyase,
hydratase and decarboxylase. Peroxisome and membrane structures seem to be involved in
these processes. With respect to L. rhamnosus Lcr35® (Figure 4 (b)), it is again the structural
response that is significantly enriched with terms related to cuticle and molting. In addition,
other molecular functions such as alkyl transferases and hydrolases acting on the carbon-
nitrogen but non-peptide bonds appeared in the GO terms.
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4.2 Impact of a candidiasis preventive treatment on C. elegans whole
transcriptome

Sequentially incubating C. elegans with E. coli OP50 or L. rhamnosus Lcr35° and then with C.
albicans induced modifications to the host transcriptome as compared to incubation on a single
strain (Figure 5). However, we note that 72 genes (27.4%) significantly over-expressed are in
common in at least two different experimental conditions. In addition, differential analysis
showed that a majority of genes were expressed specifically when the worm has been in
contact with Lcr35® (alone or preventively). Interestingly, we noticed that the genes significantly
repressed in the nematode, were specific to the condition considered. Only three genes are
commonly downregulated by the preventive treatment with Lcr35® and by C. albicans.

Comparison of the preventive treatment with Lcr35® compared to that with E. coli OP50
showed that significantly under-regulated genes were not involved in any particular ontology.
For the overexpressed genes, we noted that they were involved in two major biological
processes (Figure 6): the longevity of the host (determination of adult lifespan and multicellular
organism aging) as well as the response to a biotic stress (response to external biotic stimulus
and defense response to Gram-positive bacterium). However, the analysis did not reveal any

significant enrichment in molecular functions or cellular components.

4.3 C. elegans lifespan assay

We investigated the effects of the probiotic Lcr35® on lifespan of C. elegans loss-of-function
mutant strains. We targeted five strains carrying mutations on genes belonging to three
different regulatory pathways: the insulin pathway (daf-2 and daf-16), the p38 MAPK pathway
(sek-1 and skn-1), and the JNK pathway (jnk-7). In the case of mutants of the insulin pathway,
we did not observe a significant difference (p = 0.7) in the longevity of daf-2 nematodes (Figure
7 A) according to whether they were fed with E. coli OP50 or Lcr35®. Conversely, for the mutant
daf-16 (Figure 7 B), we note a significant difference (p = 0.008). This difference is not visible
on median survival or longevity but in the presence of Lcr35®, a larger proportion of the

population survived longer. Regarding the mutants of the p38 MAPK pathway, we did not
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observe any significant difference in the longevity of both nematodes sek-1 (p = 0.9) and skn-
1 (p = 0.07). On the other hand, we have demonstrated a significant increase in the longevity
(p < 2.10°%) of the jnk-1 mutant of 14.3% and the median survival of 30%, in the presence of

Lcr35°.

4.4 C. elegans survival assay

During this experiment, our goal was to determine the impact of mutations on the DAF-2 / DAF-
16 and p38 MAPK signaling pathways on Lcr35® anti-C. albicans properties.

In the case of a mutation on the daf-2 gene (Figure 8A), we observed a significant decrease in
the survival of C. elegans in the presence of C. albicans (p = 1.10) with a reduction of 11.1 %
of median survival. The longevity of the host was significantly increased to 25 days in the
presence of Lcr35® (p = 8.10). In addition, mortality in the population was observed only after
17 days. For preventive treatment with E. coli OP50, we did not observe a significant decrease
in overall survival of the nematode (p = 0.1) although we observed relatively early mortality in
the population. Finally, preventive treatment with Lcr35® induced a significant increase (p =
3.10'%) in the mean lifespan and in the longevity of the nematodes despite the infection by the
pathogen.

If we consider the mutation of the daf-16 gene (Figure 8B), it induced an increased
susceptibility to fungal infection. This resulted in a rapid mortality of worms with a reduction (p
< 2.10°'%) of the median survival and longevity of 66.7% and 37.5% respectively. As for the
presence of the LBM Lcr35®, this allowed only a small increase in the overall survival of the
animal (p = 0.02). Also, when a preventive treatment with E. coli OP50 was applied, it did not
involve any modification of nematode survival compared to the control condition E. coli OP50
(p = 0.1). In contrast, Lcr35® as a preventative treatment resulted in a significant decrease in
host survival (p < 2.107%) with a 50% reduction in mean lifespan and a 25% reduction in
longevity.

With the mutation on the gene sek-1 (Figure 8C), we found that the pathogen C. albicans and
the LBM Lcr35° induced results similar to the conditions where the worm was mutated for the

gene daf-16 (respectively p < 2.10"® and p < 2.10'®). Since worms were treated preventively
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with E. coli OP50, we emphasized that survival of the nematode was significantly negatively
impacted (p < 2.10'%) with a 60% reduction in mean lifespan. Moreover, there was no
significant difference (p = 0.2) in terms of survival, depending on whether the worms received
preventive treatment with E. coli OP50 or Lcr35°.

Finally, with the mutant skn-1 (Figure 8D), as before, we noted similar trends for worms in the
presence of C. albicans (p = 3.107) and Lcr35® (p < 2.10-'%). If we considered the preventive
treatment with E. coli OP50, we noted that it did not induce any significant difference in the
survival of the host (p = 0.3). On the other hand, a preventive treatment with Lcr35® allowed a
significant increase in the longevity of the nematode (p = 3.10-"2).

4.5 Antioxidant assay

In order to examine the antioxidant properties of Lcr35®, we fed the worms (wild-type) with the
probiotic and we tested C. elegans survival rate o, upon H>O2-induced stress. This was
performed by measuring worm viability after 3,5 hours on hydrogen peroxide. We observed a
significant decrease (p = 0.002) in the survival rate of nematodes according to whether they
were previously fed with the control strain E. coli OP50 (87.5 + 5.5%) or the probiotic Lcr35®

(30.2 £ 5.7%), with a loss of viability of 65.5% (Figure 9).

5 Discussion

Numerous studies have demonstrated the interest of C. elegans implementation in order to
screen collections of microorganisms and to identify potential candidates with probiotic
properties [12], [23], [24]. For strains with a proven probiotic character, C. elegans is also a
relevant model for the conduct of mechanistic studies [13], [14], [25] due to the availability of
a large collection of mutants and, because of its genetic and protein homologies with humans
[26]. Likewise, the nematode constitutes a tool allowing the investigation of the pathogenicity
of human microorganisms, whether they are bacterial [27], [28] or fungal [11], [29], [30].

Although some authors have been able to demonstrate the involvement of certain regulatory
pathways during the microbial strain probiotic effect, very few studies have been conducted in

order to comprehensively decipher these mechanisms by high-throughput methods (DNA
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micro-array, NGS). In their review, Dierking et al. pointed out that non-pathogenic bacteria, like
L. rhamnosus, had no overall impact on the expression of genes coding for molecules with
antimicrobial activity. Only the spp-6 (up-regulation), spp-16, spp-23, lys-1 and lys-6 (down-
regulation) genes have their expressions modulated [31]. More specifically, a study focused
on the impact of the L. rhamnosus CNCM [-3690 strain on the transcriptome of C. elegans.
The authors then highlighted that a large number of overexpressed genes (lec-11, spp-16, clc-
1, gst-22, fat-7, acl-12, hsp-12.3) in young worms were involved in the insulin-like pathway, in
lipid metabolism as well as in the stress response [16].

Unlike the properties of probiotics, the pathogenesis of microorganisms, in particular C.
albicans, is rather well described in the literature, in particular thanks to the work of Pukkila-
Worley and colleagues [11]. After a fungal infection, a rapid transcriptional response takes
place in the nematode via the modulation of 313 genes, approximately 1.6% of the genome.
Most of these genes encode for antimicrobial molecules as well as secreted or detoxifying
proteins. Among these genes the authors have shown the overexpression of antimicrobial
genes such as abf-2, cnc-4, cne-7, fipr-22 and fipr-23. With the exception of abf-2, all these
genes are under the control of PMK-1, whose inactivation makes the nematode susceptible to
the infection. Likewise, the authors demonstrated the high degree of specificity of the
nematode's immune response. Indeed, only a few genes overexpressed in the presence of C.
albicans are also expressed with the bacteria Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus
aureus. Also, they have shown that most genes induced by bacteria are repressed in the
presence of yeast. More recently, Sun et al. revealed that during C. albicans infection,
dysregulation of microRNA expression (miRNAs) occurred. The authors suggested that three
miRNAs, mir-251, mir-252 and mir-360, play an essential role in controlling the regulation of
nematode immunity. A loss of function of the first two genes induces an increased resistance
to infection while for the last, a susceptibility is observed. Also, the authors indicate that mir-
251 and mir-252 appear to function downstream of the p38 MAPK pathway or insulin-like [32].

In addition, these two genes are homologous of the human miRNA mir-26 [33].
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So far, a large number of lactic acid bacteria with probiotic properties have been studied in the
C. elegans worm with the major result of extending the longevity of the host. However, as noted
in the review by Roselli and colleagues [34], few studies have allowed the characterization of
the molecular mechanisms involved. Otherwise, probiotics effects involve the insulin-like
pathway (DAF-2 / DAF-16) [13], [14], [16], [35] or the canonical p38 MAPK signaling pathway
[14], [36], [37]. In C. elegans, DAF-16 is closely related to mammalian FOXO3a, a transcription
factor involved in the inflammatory process [38] and leading to the modulation of the worm'’s
health condition and consequently to its lifetime [32]. The p38 MAPK (also called PMK-1)
pathway is activated through phosphorylation by upstream MAPKK (SEK-1), which is activated
by MAPKKK (NSY-1). It has a role in regulating life expectancy by modulating the specific
immune response of the worm and has been shown to be required in its resistance to bacterial
infection [39].

More marginally, some authors have highlighted the involvement of the c-Jun N-terminal
kinase (JNK) pathway in the presence of probiotics not belonging to the genus Lactobacillus
[40]. The JNK (c-Jun N-terminal Kinase) pathway is activated by cytokines and in response to
stresses such as UV irradiation, Reactive Oxygen Species (ROS), DNA damage, heat stress
and inflammation [41]. In C. elegans, this pathway evolves in parallel with the insulin signaling
pathway till it converges to DAF-16 which is phosphorylated by JNK-1 [42]. Beyond the
extension of longevity, probiotics also exert an antipathogenic activity via mainly the three
previously mentioned pathways but also via the TGF-, B-catein and AMPK pathways [24],
[43], [44]. Implementation experience on longevity and survival against the fungal infection with
loss-of-function mutants allowed us to highlight the implication of different target genes in
presence of Lcr35®. Indeed, a mutation leading to a loss of function of jnk-1 did not lead to a
reduction in the longevity of nematodes in the presence of Lcr35®, thus refuting the
involvement of the JNK pathway in the prolongevity properties of the LBM. Conversely, we
demonstrated the daf-2, daf-16, sek-1 and skn-1 genes were involved in the Lcr35®
prolongevity mechanism. This is explained by the absence of a significant increase in the
longevity of C. elegans in presence of probiotic. Caution is still required for daf-16 since we

Poupet et al. 16

PAGE 195|299



DEUXIEME PARTIE : éTUDE EXPERIMENTALE

431
432
433
434
435
436
437
438
439
440
441
442
443

444

446
447
448
449
450
451
452
453
454
455
456
457

458

observed a delay in the onset of mortality but not an impact of lifespan. In addition, the loss of
function in daf-16 and sek-1 mutants strongly impacted the anti-C. albicans protective
properties of Lcr35®. In these cases, in addition to having a high susceptibility to fungal
infection, the presence of Lcr35® did not provide effective protection of the host. Conversely,
the antifungal abilities of Lcr35® were conserved in the daf-2 and skn-1 mutants, which
suggests that these two genes play no role in the anti- C. albicans effects. Also, we noticed
that these two mutants showed a notable resistance to the pathogenic yeast. These results
support our previous study where we showed by quantitative RT-PCR that Lcr35° stimulated
the host response through the insulin-like and p38 MAPK pathways [14].

Aerobic metabolism inexorably leads to the production of oxidative metabolites, such as
reactive oxygen species, which are harmful to cells. An imbalance between these metabolites
and detoxification mechanisms (for example superoxide dismutase, catalase, etc.) induces
damage to DNA, lipids and proteins, which can lead to cell death. However, in low
concentrations, they have been shown to be beneficial and promote increased longevity. This
is particularly the case in C. elegans [45]. Recently, Hu and colleagues have shown the
involvement of the nuclear hormone receptor 29 (NHR-29) and SKN-1 (p38 MAPK signaling
pathway) transcription factors in the animal's response to oxidative stress. The authors
hypothesized that NHR-29 induces co-regulation of SKN-1 via its cofactor MDT-5 [46]. Lactic
acid bacteria have a very active oxidative metabolism and must have detoxification enzymes
in order to protect themselves from the deleterious effects of oxidizing species. Grompone et
al. have screened a collection of lactobacilli and have shown that only a few strains protect C.
elegans from oxidative stress, including the strain L. rhamnosus CNCM [-3690. Consumption
of this bacterium by the worm activates genes downstream of the DAF-16/FOXO pathway [16].
During our work, we showed that Lcr35® does not allow the worm to resist hydrogen peroxide
despite the fact that it induces the activation of DAF-16 [13], [14]. Therefore, it turns out that
the genes under the control of DAF-16 are not regulated solely by this transcription factor but
that a more complex control mechanism exists and must be described. A recent study has
shown that the bacterium L. fermentum promotes the longevity of the worm in a dependent
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manner with PEPT-1, a peptide involved in the regulation of lipid content, while resistance to
oxidative stress is independent of it [45].

The results presented here as part of the preventive treatment of candidiasis with Lcr35®
constitutes an important technical and scientific advance. Indeed, no data concerning such an
approach is available in the literature. Our method allows the creation of the first data set
obtained by high-throughput transcriptomic analysis of the interaction between three
organisms: a probiotic, a pathogen and a host. These new insights will heed to new studies to
allow understanding of the mechanisms with the ultimate aim of significantly improving the

effectiveness of anti-infective drug treatments.

6 Conclusion

In conclusion, we showed the specific transcriptional response of the nematode which is
dependent of the microorganism encountered, either the LBM or the pathogen or both
sequentially in a preventive approach of fungal infection. Overall, it turns out that C. albicans
tended to induce a metabolic response (catabolism and anabolism of small metabolites) while
Lcr35® rather induced a structural response (cuticle synthesis), which is consistent with the
hypothesis of a strengthening of the physical defenses of the host by the probiotic.
Furthermore, our results demonstrated that L. rhamnosus Lcr35® required functional genes
from highly conserved signaling pathways to exert prolongevity and anti C. albicans effects to
the roundworm C. elegans. We found that Lcr35° significantly stimulates C. elegans longevity
through DAF-2 / DAF-16 and p38 MAP kinase signaling pathways but not through JNK / DAF-
16 signaling pathway nor antioxidant effect. Moreover, this interpretation is strengthened by
the finding that the first two signaling pathways are also implied in the anti-candidiasis effects
which supports the results obtained during our previous work. Hence, next studies are needed
to evaluate the impact precisely of Lcr35® (alone or as a preventive treatment) on the proteome
and metabolome of C. elegans in order to obtain a more global and integrative vision of the
mechanisms of action of LBM Lcr35°, ranging from the expression of a gene of interest up to

the synthesis of the metabolite through their regulations. Finally, these insights could be
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transposed to the in-depth study of the action mechanisms of other Lactobacillus spp. against

Candida spp. or other pathogens.
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665

(a) (b)
Ler3s C. albicans

C. albicans

Figure 1: The transcriptional responses to C. albicans and L. rhamnosus Lcr35®
comprise specific and overlapping gene sets. Venn diagrams illustrate the overlap genes
significantly upregulated (a) or downregulated (b) by C. albicans and L. rhamnosus Lcr35°.

Animals were exposed to the microbial strains for 4 hours.
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Figure 7: Influence of L. rhamnosus Lcr35® on the lifespan of C. elegans daf-2 (CB1370)
(A), daf-16 (GR1307) (B), sek-1 (KU4) (C), skn-1 (LG333) (D) and jnk-1 (VC8) (E) loss-of-
function mutant strains. The mean lifespan, where half of the population was dead, is

represented on the abscissa. The asterisks indicate the p-values (log-rank test) with E. coli

OPS50 as a control (NS: not significant; p < 0.05: *; p < 0.01: **; p < 0.001: ***).
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Figure 8: Preventive effects of Lcr35® against C. albicans in C. elegans daf-2 (CB1370)
(A), daf-16 (GR1307) (B), sek-1 (KU4) (C) and skn-1 (LG333) (D) loss-of-function mutant
strains. The mean lifespan, where half of the population was dead, is represented on the
abscissa. The asterisks indicate the p-values (log-rank test) with E. coli OP50 as a control (NS:

not significant; p < 0.05: *; p < 0.01: **; p < 0.001: ***).
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Figure 9: Antioxidant assay in C. elegans. Survival upon a 3 mM H20; treatment for 3.5

h of C. elegans N2 strain fed for 5 days with E. coli OP50 or Lcr35°.
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En conclusion, nos résultats ont démontré que L. rhamnosus Lcr35® nécessitait
I'implication de voies de signalisation hautement conservées pour exercer une action pro-
longévité et des effets anti C. albicans sur le ver C. elegans. Nous avons constaté que Lcr35°
stimule de maniére significative la longévité de C. elegans via les voies de signalisation de la
kinase DAF-2 / DAF-16 et p38 MAP, mais pas via la voie de signalisation JNK / DAF-16. De
plus, les deux premiéeres voies de signalisation, DAF-2 / DAF-16 et p38 MAPK, sont également
impliquées dans les effets anti-candidose ce qui est cohérent avec les résultats obtenus lors

de nos travaux antérieurs (refs).

De plus, ces travaux ont montré que la réponse transcriptionnelle du nématode était
fonction du microorganisme rencontré, a savoir le LBM, le pathogéne ou les deux
séquentiellement dans le but d’un traitement préventif de I'infection fongique. Globalement, C.
albicans a tendance a induire une réponse métabolique (catabolisme et anabolisme des petits
métabolites) tandis que Lcr35® induit plutét une réponse structurelle (synthése des cuticules),
ce qui est cohérent avec I’hypotheése d’un renforcement des défenses physiques de I'héte. Par
conséquent, de nouvelles études sont nécessaires pour évaluer précisément Iimpact de
Lcr35® (seul ou en traitement préventif) sur le protéome et le métabolome de C. elegans afin
d’obtenir une vision plus globale et intégrative des mécanismes d’action de LBM Lcr35%, allant
de l'expression d’'un géne d’intérét jusqu’a la synthése du métabolite a travers leurs

régulations.

Une approche expérimentale similaire et permettant I’étude des propriétés curatives de
L. rhamnosus Lcr35® par le séquencage des ARN messagers du nématode C. elegans a été
réaliséel’analyse des données de séquencage est en cours ce qui explique que les résultats

n’ont pas pu étre intégrés dans ce manuscrit.
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Chapitre s.
Potentialisation de Lcr3s® par le thiosulfate de

sodium — études et résultats préliminaires

1. Introduction

La quasi-totalité des études ayant un rapport avec les microorganismes probiotiques
I'ont été sur des souches dites natives. Or, il a été démontré que le procédé industriel (i.e.
fermentation, lyophilisation, formulation) avait un impact non négligeable sur les propriétés
d’'une souche probiotique, notamment en entrainant des modifications métaboliques et
structurales. Ces modifications sont notamment a l'origine de la modulation de propriétés
fonctionnelles chez ces souches comme I'adhésion aux cellules épithéliales ou les propriétés
inhibitrices de pathogénes (Nivoliez et al. 2012 ; Muller et al. 2014 ; Nivoliez et al. 2015). Parmi
les parameétres industriels ayant une influence, I'ajout d’'un excipient dans certaines
formulations de Lcr35®, le thiosulfate de sodium STS, a un impact sur les propriétés du LBM
(Dausset et al. soumis). Initialement employés dans les lests de lyophilisation afin de protéger
la bactérie lors de I'étape de congélation, il s’avére que le STS permet une potentialisation
importante des propriétés antimicrobiennes, notamment anti Candida, de Lcr35®
(Nivoliez 2013). En effet, en présence de ce sel, il a été montré que la bactérie entrainait in
vitro une mortalité totale de la levure en 48 heures alors qu’en son absence, une quantité
résiduelle (~ 5 log1oUFC.mL") de Candida subsistait. Cette potentialisation de I'activité anti-
Candida a été démontrée sur trois souches cliniques (C. albicans, C. glabrata et C. tropicalis).
L’analyse du surnageant de culture a permis de démontrer que I'activité anti-Candida est due
a un effecteur produit par Lcr35® dans le milieu extracellulaire. Ce potentiel, non lié a la
production d’acide lactique et d’H-O», a été caractérisé comme insensible aux traitements
protéasiques, lipasiques et thermiques testés. Cependant, le principe actif anti-Candida
sécrété par le LBM présente un poids moléculaire inférieur a 10 kDa et un point isoélectrique
compris entre 4,5 et 6,3. Une surexpression de genes codants pour des bactériocines-like a
été observée par RT-qPCR en présence de thiosulfate de sodium ou de la formulation et/ou
en présence de C. albicans ATCC® 10231 ™. Ces éléments ont été mis en évidence in vitro

pendant la thése de doctorat de Caroline Dausset (Dausset 2015) (Dausset et al. soumis).
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Ce présent chapitre vise a étudier les capacités inhibitrices de Lcr35°9, potentialisées
par le STS, vis-a-vis de la croissance et de I'adhésion de C. albicans sur des cellules Caco-2.
Comme précédemment, deux approches expérimentales ont été menées : une approche
préventive (Poupet, Saraoui, et al. 2019) et une approche curative (Poupet, Veisseire, et al.
2019). Ces deux approches ont été testées sur le modele in vivo C. elegans, correspondant
ainsi aux toutes premieres études sur un modele préclinique utilisant une souche probiotique

potentialisée.
’
2. Etudes in vitro sur cellules intestinales Caco-2

Les résultats obtenus en absence et en présence de Lcr35® natif ont déja été publiés
(Poupet, Saraoui, et al. 2019 ; Poupet, Veisseire, et al. 2019). lls ne sont représentés ici qu’a

titre de comparaison avec la condition Lcr35® potentialisé.
2.1. Approche préventive

Comme ce qui a été décrit dans le Chapitre 2, nous avons testé les propriétés
inhibitrices de Lcr35® (+ STS) vis-a-vis de la croissance et de I'adhésion de C. albicans, en
présence de cellules intestinales Caco-2 (Figure 24). En ce qui concerne la croissance du
pathogéne, deux profils d’inhibition différents ont été observés apres 48 h d’incubation. D’'une
part, lorsque I'inoculum était fortement concentré (7 logio UFC.mL""), nous avons observé une
diminution de la population de levures, ce qui est un signe de mort cellulaire. D’autre part,
lorsque l'inoculum était moins concentré (2 a 4 logio UFC.mL-"), nous avons constaté que la
levure était capable de se développer, bien que sa croissance semblait s’arréter entre 5,32 +
0,36 et 5,51 £ 0,14 logio UFC.mL'. En présence de Lcr35® potentialisé, nous avons observé
des profils similaires de perte de viabilité chez C. albicans. Toutefois, nous notons qu’avec un
inoculum faiblement concentré (102 UFC.mL™"), Lcr35® induit la plus forte inhibition avec une
diminution de 2,48 logioc UFC.mL' (souche native) et 4,37 logio UFC.mL' (souche
potentialisée) (Tableau 12). De la méme maniére, concernant I'inhibition de I'adhésion de la
levure (Figure 24), nous avons observé que Lcr35® + STS conduisait a une réduction
significative de la quantité de pathogéne ayant adhéré aux cellules intestinales (comprise entre
3,5 et 4,5 logio d’'UFC.mL""). Cependant, en comparant l'inhibition induite par Lcr35® souche
native et celle induite par Lcr35° + STS, la différence obtenue est statistiquement non

signifivative. Il est également possible que le STS n’ait pas d’influence sur cette propriété.
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Tableau 12 : Evolution de la concentration de C. albicans en présence de Lcr35° potentialisé

sur cellules Caco-2.

Les résultats sont exprimés en logio d’UFC.mL' de levures seules ou co-incubées avec Lcr35®
(moyenne + écart type). L’analyse statistique a été réalisée en comparant les co-cultures avec Lcr35®
avec celles sans Lcr35®. NB : en raison de valeurs manquantes, I'analyse statistique n’a pas pu étre
réalisée sur les conditions avec STS.

log,,(C. albicans concentration in CFU.mL"")

NN\

M\

NN\

N\

3

4

5 6
log,,(C. albicans inoculum concentration in CFU.mL™")

Concentration de I'inoculum de Conditions Temps d’incubation (h)
C. albicans (UFC.mL-1) Lcr35® STS 0 24 48

+ - 7.25 +0.51 6.39 +0.73 6.05 + 0.25 ****
107 + + 6.93 +0.02 6.01 +0.35 6.43 +0.57

- - 6.77 £0.10 7.29 £0.23 7.78 £0.41

+ - 5.85+0.25 547 £0.12* 5.73 £0.09 ***
106 + + 5.76 £0.24 5.48 +0.08 5.45 +0.36

- - 5.76 £0.18 7.42 £0.27 7.69 +£0.20

+ - 477 £0.41 5.01 £0.12* 5.49 +0.04 ****
105 + + 491 £0.37 4.67 £0.29 492 +0.32

- - 4.60 £0.28 7.60 +0.69 7.83+0.34

+ - 3.69 £0.21 4,92 +0.54 551 +0.14~
104 + + 3.92 £ 0.41 4.02 £0.38 4.87 £0.42

- - 3.72 £0.13 7.09 +0.59 7.48 +0.39

+ - 2.56 +0.34 3.59 £0.25 551 £0.16 ****
103 + + 3.22+£0.70 3.28 £ 0.60 4.84 +0.55

- - 2.30 £0.17 6.60 +£0.28 7.93 £0.45

+ - 1.34 £ 0.31 3.18 £0.76 5.32 +0.36 ***
102 + + 2.31£0.82 2.48 £0.21 3,43 +no SD

- - 1.34 +£0,38 6.18 £ 1,01 7.80 0,27
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Figure 24 : Inhibition de I’adhésion de C. albicans par Lcr35® potentialisé en situation

préventive
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2.2. Approche curative

Sur une monocouche de cellules Caco-2, la population de levure a atteint 8,31 =
0,38 logio UFC.mL" aprés 48 h d’incubation. Avec un traitement curatif Lcr35®, nous avons
observé une croissance similaire de la levure qui a atteint 7,96 + 0,18 logio UFC.mL-" (Figure
25). Ainsi, aucune inhibition significative (aprés 24 h, p = 0,902; aprés 48 h, p = 0,603) de la
croissance de la levure n’a été constatée en présence du LBM natif. En revanche, en présence
de Lcr35° + STS, nous observons une inhibition significative du pathogéne qui atteint une
population de 5,77 logio UFC.mL" (p = 0,001 6).

Apres 48 h d’'incubation, le biofilm de C. albicans contenait 8,06 + 0,42 logio UFC.mL"!
de levures (Figure 26). Une concentration similaire a été mesurée apres un traitement curatif
au Lcr35® avec 8,10 + 0,19 logio UFC.mL"" de levures. Ces résultats suggerent que Lcr35®
n’inhibe pas (p = 0,959) la formation d’un biofilm par C. albicans in vitro. Cependant, comme
pour la croissance, nous observons une inhibition significative de I'adhésion de la levure en
présence de Lcr35® + STS puisqu’on ne retrouve qu’une adhésion de 4,82 logio UFC.mL-' de
levures (p =0,0041).
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Figure 25 : Inhibition de la croissance de C. albicans par Lcr35® potentialisé en situation

curative
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Figure 26 : Inhibition de I'adhésion de C. albicans par Lcr35° + STS en situation curative

3. Etudes in vivo chez C. elegans

Il n’existe actuellement aucune donnée publiée dans la littérature scientifique portant
sur la potentialisation de propriétés probiotiques d’un microorganisme et sur sa caractérisation
dans un modele in vivo. Il est donc important de souligner le caractére novateur des résultats

présentés dans ce paragraphe.
3.1. Impact de la potentialisation de Lcr3s® sur la longévité du ver

La présence de STS dans le millieu permettant la croissance des bactéries (LB pour
E. coliOP50, MRS pour Lcr35®) peut potentiellement entrainer des modifications
métaboliques chez ces bactéries. Ces modifications peuvent par ailleurs avoir un impact,
positif ou négatif, chez C. elegans lorsque ces bactéries sont utilisées comme nourriture. Nos
résultats, présentés en Figure 27, montrent en effet une augmentation significative (p =
5,31.10%) de la survie médiane des nématodes, lorsqu’ils sont en présence d’E. coli OP50
cultivé avec du STS. La longévité totale n’est quant a elle pas impactée. En revanche, Lcr35®
+ STS n’a pas d’'impact sur la longévité ni sur la survie médiane du nématode, en comparaison
des vers nourris avec Lcr35° natif (p = 0,174). Ces résultats montrent I'absence de toxicité du
STS utilisé a 1 g.L" pour le nématode. En revanche, I'effet potentialisant du STS n’est pas

observé en étudiant ces critéres et dans ces conditions expérimentales.
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Figure 27 : Effet du thiosulfate sur la longévité de C. elegans

3.2. Effet de la potentialisation de Lcr3s® par le STS sur Pactivité

biologique du facteur de transcription DAF-16 : : GFP

E. coli OP50 + STS

Lcr35® + STS

Figure 28 : Localisation cellulaire du facteur de transcription DAF-16 : : GFP en présence de

Lcr35® potentialisé

L’accumulation de la protéine est indiquée par les fleches blanches.

Contrairement a ce que nous avions observé précédemment (Poupet, Saraoui, et al.
2019), la présence du thiosulfate de sodium induit systématiquement une translocation vers

les noyaux cellulaires du facteur de transcription DAF-16, aussi bien avec E. coli OP50 qu’avec
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Lcr35® (Figure 28). Les résultats obtenus en présence d’E. coli OP50 peuvent expliquer

'augmentation de la longévité mise en évidence (Figure 27), DAF-16 permettant I'expression

de génes impliqués dans la longévité. En revanche, la souche native Lcr35® induit la

translocation du facteur de transcription, mais il semblerait que la potentialisation par le STS

n’a pas d’effet cumulatif en ce qui concerne I'activité prolongévité de Lcr35°.
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Figure 29 : Courbes de survie de C. elegans infecté par C. albicans et traité préventivement par
Lcr35® +STS

A I'exception des conditions avec C. albicans (seul), toutes les autres conditions contiennent
soit E. coli OP50 + STS, soit Lcr35® + STS.

Lorsque C. elegans a été infecté séquentiellement par C. albicans pendant 2 h avant

d’étre exposé pendant 2 h a Lcr35® + STS, la survie des nématodes est augmentée de

maniére significative ; la durée de vie moyenne est passée de 4,5 a 9 jours (augmentation de

125 %) par rapport a celle observée lors d’une infection a C. albicans seule (p < 2.10-6)

(Figure 29 A). Dans les deux cas, la survie médiane des vers en présence de Lcr35® seul +

STS est plus grande. En revanche, aprés un temps de traitement supérieur a 4 heures (Figure
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29 B, C et D), les vers ayant recu un traitement préventif avec Lcr35® présentent une médiane
de survie réduite par rapport a la condition contréle E. coli OP50 (respectivement p=0,7, p =
6.10-2, p=0,07), mais tout en restant supérieure a la condition C. albicans (respectivement
7,7 et 6 jours). Une diminution de la survie est également observée avec les vers n’ayant été
en présence que de Lcr35® pour les temps de traitements de 6 et 24 heures (survie médiane
respectivement égale a 9 et 6 jours) (p = 8.104 et p = 3.10-12). Ces résultats suggerent que
d'une part, Lcr35® potentialisé ne permet plus de prévenir linfection fongique chez le
nématode (a I'exception du temps de traitement 2 heures) et que d’autres part, dans ces
conditions expérimentales, le LBM potentialisé n’exerce pas d’effet bénéfique. Ces résultats
sont contradictoires avec ce qui a été obtenu précédemment (Poupet, Saraoui, et al. 2019) et
aucune littérature scientifique ne permet d’expliquer un tel phénoméne. Cependant, nous ne
nous trouvons pas dans les conditions optimales de croissance de Lcr35%. Nous pouvons tout
a fait imaginer qu’a 20 °C (température de culture du ver) et en présence de STS, Lcr35®
subisse un stress physico-chimique pouvant altérer plus ou moins profondément sa
physiologie et par conséquent, son aptitude a étre potentialisé par le STS et/ou a protéger

I’héte C. elegans de l'infection fongique.
4. Conclusion

Pour conclure ce dernier chapitre, les résultats obtenus lors de ces études préliminaires
ont montré que l'efficacité de la potentialisation de Lcr35® par le STS, dans nos conditions
expérimentales, était en deca ce qui avait été démontré lors de travaux précédents in vitro
(Nivoliez et al. 2012; Nivoliez 2013). C’est notamment le cas dans nos expériences sur les
cellules Caco-2 en condition préventive de méme qu’avec le modéle C. elegans. Dans le
premier cas, des différences méthodologiques entre nos approches et celles des précédents
travaux (milieux de culture, cultures séquentielles) peuvent étre a l'origine de cette baisse
d’efficacité. Dans le second cas, il convient de rappeler qu'’il est impossible de travailler avec
C. elegans a la température de 37 °C. Il doit impérativement étre maintenu a température
ambiante (20 a 25 °C). Or, il est probable que la potentialisation de Lcr35® par le STS soit
inefficace a cette température. Aussi, a cette température, nous ne connaissons pas |'état
physiologique de Lcr35® qui subit peut-étre un stress alternant ses capacités a bénéficier de
I'effet potentialisateur du STS pour a combattre le pathogéne. Aussi, nous pouvons émettre

I’hypothése que le modéle C. elegans n’est peut-étre pas adapté dans ce cas précis.

Néanmoins, il serait judicieux d’étudier la modulation du transcriptome de C. elegans,

par des techniques de NGS, en présence de la souche Lcr35® + STS. Cela permettrait de

222 | 299



CHAPITRE 5. POTENTIALISATION DE LCR35® PAR LE THIOSULFATE DE SODIUM —
ETUDES ET RESULTATS PRELIMINAIRES
comprendre plus précisément pourquoi la potentialisation par le thiosulfate est peu efficace en

condition in vivo (C. elegans) alors qu’elle I'est particulierement lors de co-culture in vitro.
Cependant, ces résultats in vivo contradictoires avec les conclusions obtenues in vitro
montrent la complexité d’étudier les mécanismes d’action des probiotiques et suggérent
I'intérét de combiner différentes approches in vitro et in vivo. Par ailleurs, le modéle C. elegans
nous a tout de méme permis de mettre en lumiére l'impact trés important des conditions
expérimentales sur les propriétés technologiques et fonctionnelles d’'une souche. Cet aspect
constitue dés lors un levier scientifique qu’il est nécessaire de prendre en considération lors

de la fabrication industrielle d’'un LBP afin de s’assurer d’utilisation optimale du produit.
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Le corps humain abrite une grande diversité de communautés microbiennes
composées de plus de 10'2 bactéries (Wang et al. 2017). Ces communautés, qui présentent
des variabilités spatio-temporelles et inter-individus, constituent le microbiote commensal de
’Homme. Avec l'avénement des techniques de biologie modernes a haut débit, les
scientifiques ont mis en évidence que les microbiotes jouaient une multitude de réles ayant
pour conséquence des effets bénéfiques sur la santé de I'héte (Young 2017). En effet, une
altération du microbiote ou dysbiose, peut conduire a I'apparition de pathologies localisées ou
systémiques. C’est par exemple le cas des maladies inflammatoires intestinales, de certains
cancers colorectaux ou de syndromes métaboliques (Sartor 2008 ; P. D. Scanlan et al. 2008 ;
Verhulst et al. 2008). Une dysbiose peut également étre la cause ou la conséquence d’une
maladie infectieuse, comme cela a pu étre décrit au niveau des tractus digestif et urogénital.
Dans ces cas-la, les infections sont majoritairement traitées par des antibiotiques ou des
antifongiques afin de détruire I'agent pathogene. Cependant, deux problémes se posent : (1)
ces traitements conventionnels ne permettent pas de rééquilibrer une flore altérée ce qui laisse
le champ libre pour I'implantation d’un nouveau pathogéne ou d’une récidive ; (2) la résistance
grandissante des pathogénes aux molécules antimicrobiennes limitent de ce fait leur efficacité.
Des approches alternatives doivent donc étre mises en place qui auraient pour vocation
d’éliminer le pathogene sans altérer le microbiote. Parmi ces alternatives, I'utilisation des LBM
/ LBP a fait ses preuves comme c’est le cas de la souche L. rhamnosus Lcr35°. Au-dela des
propriétés biologiques intrinseques de la souche, celles-ci peuvent étre potentialisées par un
procédé de production industrielle incluant la formulation. Lors de précédents travaux, Nivoliez
et al. ont démontré les capacités potentialisatrices du STS sur les propriétés phénotypiques et
anti C. albicans de Lcr35® (Nivoliez et al. 2012 ; Nivoliez 2013).

Le principal objectif de ce travail de these était de caractériser in vivo les propriétés
antimicrobiennes, notamment anti C. albicans, de la souche L. rhamnosus Lcr35®. Pour cela,
des approches de traitements préventifs et curatifs de la candidose intestinale ont été menées
chez un modéle animal innovant, le nématode C. elegans. En paralléle, les propriétés
inhibitrices de Lcr35® vis-a-vis du pathogéne ont également été évaluées in vitro sur le modéle

cellulaire Caco-2.

Il convenait dans un premier temps de s’assurer de I'innocuité de la souche probiotique
pour son héte. Nous avons confirmé cet aspect par la réalisation de tests de longévité du
nématode avec pour seule source de nourriture Lcr359. Dans cette condition, celui-ci a une
durée de vie totale identique au contréle, mais présente une survie médiane augmentée. De
plus, le suivi de la croissance de I'animal adulte dans les mémes conditions a montré I'absence

de différence significative par rapport au groupe controle. Ces résultats suggerent que Lcr35®

227 | 299



DISCUSSION, CONCLUSION ET PERSPECTIVES

n’est pas une source nutritive carencée pour le ver et que le mécanisme expliquant la longévité
observée n’est pas la conséquence d’une restriction calorique contrairement a ce qui a été
décrit avec d’autres souches de lactobacilles (Guantario et al. 2018 ; Zanni et al. 2015). Des

résultats similaires ont été obtenus avec Lcr35®@ + STS.

Nous avons ensuite démontré les capacités anti C. albicans de Lcr35® chez I'héte
gréce a la réalisation de cultures séquentielles. Lors d’'une approche préventive, a savoir
lorsque le ver est initialement nourri avec Lcr35® puis infecté avec C. albicans, nous avons
mis en évidence que le ver résiste totalement a l'infection dés lors que le temps d’incubation
avec le LBM est court (2 et 4 heures). Ce type de résultats est en accord avec I'unique étude
publiée, s’intéressant aux propriétés antifongiques de L. paracasei (de Barros et al. 2018).
Cependant, dans cette étude, la protection de I'h6te n’est pas totale et se situe plutdét a mi-
chemin entre les conditions ou I'h6te est infecté et celle ou il est uniquement en présence des
lactobacilles. En revanche, dans nos études, nous avons remarqué une diminution de
I'efficacité du LBM dés lors que les vers sont en sa présence plus de 6 heures. Ce type de
résultat était inattendu aucune étude similaire n’a été publiée dans la litérature scientifique.
Une hypothése est que, dans nos conditions expérimentales, Lcr35° peut présenter une
certaine pathogénicité ou sécréter des molécules toxiques pouvant entraver (partiellement) la
survie de I'h6te. De méme, ces résultats suggerent I'existance d’un effet dose ou en lien avec
la durée du traitement, en faveur d’une faible quantité de LBM (2 heures). Des résultats tout a
fait similaires ont été obtenus lors de tests curatifs, et également reproduits vis-a-vis d’un isolat
clinique de C. albicans (ces derniers résultats n’étant que partiels (nombre insuffisant de
réplicats), ils ne sont pas présentés dans ce manuscrit). Une approche identique a été menée
avec Lcr35° potentialisé par le STS, mais les résultats ont montré une protection moindre de
I’héte face a linfection. Dans tous les cas, malgré une protection de I’héte face a l'infection,
nous avons systématiquement détecté la présence de la levure dans le tractus digestif de C.
elegans a 'aide de marquage fluorescent. Or, ces colorants n’étant pas des marqueurs de
viabilité, il n’est pas possible de connaitre I'état physiologique du pathogéne dans I'h6te. Ces
résultats suggerent tout de méme deux hypothéses : il est possible que Lcr35® inhibe la
virulence de la levure la rendant inoffensive pour son héte ou bien provoque une tolérance
immunitaire chez I'héte tel que cela a été suggéré lors d’'une précédente étude (lkeda et al.
2007).

Lors de nos études mécanistiques, nous avons démontré, grace a l'utilisation de la RT-
PCR quantitative et de souches mutantes, I'implication de deux grandes voies de signalisation
hautement conservées chez C. elegans : les voies de l'insuline DAF-2/DAF-16 et p38 MAP

kinase. Ces deux voies sont nécessaires, a des degrés distincts, aux propriétés de
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prolongévité et antifongiques de Lcr35°. Concernant la voie de linsuline, nous avons
notamment mis en évidence la mobilisation, aussi bien par Lcr35® que C. albicans, du facteur
de transcription DAF-16 et par conséquent, de la transcription de génes en aval de la voie
(longévité et résistance a des stress biotiques et abiotiques). Aussi, I'analyse de la modulation
du transcriptome de C. elegans en situation préventive a montré des réponses
transcriptionnelles différentes selon que le ver a été en présence de Lcr35%, de C. albicans ou
bien des deux successivement. Dans le premier cas, nous avons montré qu’il y avait
principalement une réponse dite structurelle avec la mise en ceuvre de génes impliqués dans
la synthése de la cuticule. Dans le second cas, il s’agit plutét d’'une réponse métabolique,
impliqguant notamment le métabolisme énergétique et la synthése de petits métabolites. Enfin
dans le dernier cas, nous avons noté une réponse liée a des processus permettant la longévité

de I'h6te et la réponse a des stress biotiques.

Afin de compléter les données obtenues, I'analyse du transcriptome de C. elegans
infecté par C. albicans et traité curativement par Lcr35® est en cours : le séquencage des ARN
messagers a été réalisé ; le traitement bioinformatique des données et I'interprétation ne sont
pas terminés. Aussi, nous envisageons d’effectuer des tests de traitement curatif chez des
nématodes mutants afin de comparer si les geénes nécessaires aux propriétés préventives de
Lcr35® le sont aussi dans ce cas. Il est néanmoins évident que des approches phénotypiques
et transcriptomiques sont insuffisantes pour comprendre de maniére précise les mécanismes
d’actions de L. rhamnosus Lcr35®. Une approche intégrée utilisant la protéomique et/ou la
métabolomique s’avére inévitable. A laide de la spectrométrie de masse ou de la
spectrométrie RMN, il serait possible d’identifier les molécules antifongiques (antipathogénes
d’'une maniére générale) sécrétées par Lcr35®, les métabolites de défense synthétisés par la
levure, mais également ceux produits par I’h6te en réponse aux deux microorganismes.
L’approche métabolomique permettrait dés lors de mieux comprendre comment Lcr35° permet
a I’note de résister a l'infection fongique. Une telle étude métabolomique devrait étre réalisée
aussi bien avec L. rhamnosus Lcr35® natif que Lcr35® + STS, en condition in vitro (culture
binaire probiotique / pathogéne) et in vivo (culture ternaire hote / probiotique / pathogéne) ceci
dans le but (i) d’étudier I'impact de la potentialisation du STS sur le métabolisme de la bactérie
et (ii) pour caractériser 'impact des conditions de culture sur le métabolome de Lcr35® a savoir
20 °C (in vivo) versus 37 °C (in vitro).

Au cours de notre étude, nous nous sommes focalisés uniquement sur le pathogéne
C. albicans. Cependant, une collection de pathogénes humains a été étudiée a l'aide du

modele C. elegans (Annexe 1, tableau 1). Des opportunités futures pourraient étre d’élargir le
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panel d’agents pathogenes étudiés, notamment les isolats cliniques. L’étude de Hwang et al.
a démontré que C. elegans est un modele efficace pour examiner et comparer le pouvoir
pathogene et la variation de virulence des souches de STEC (24 souches testées) a ceux des
souches de E. coliOP50 (Hwang et al. 2018). White et al. ont démontré l'intérét d’'une
approche par C. elegans pour l'identification de nouveaux genes impliqués dans la lutte contre
I'infection émergente du pathogéne bactérien nosocomial Stenotrophomonas maltophilia
(White and Herman 2018). Le travail de Wan et al. fournit de nouvelles informations sur la
pathogenése de Bacillus thuringiensis et souligne I'importance de la destruction des jonctions
épithéliales de I'h6te pour une infection réussie (Wan et al. 2019). Un mécanisme similaire
pourrait étre utilisé pour d’autres interactions agent pathogéne-hé6te puisque les jonctions
épithéliales sont des structures conservées chez les insectes jusqu’aux mammiferes. Des
efforts doivent étre faits pour élucider davantage les mécanismes conservés au cours de
I’évolution de la pathogenése bactérienne et fongique, ainsi que des interactions héte-
microbes. Ce modele de ver offre I'opportunité d’explorer les interactions trans-regnes
potentielles, de définir la fonction du microbiote commensal et des interactions héte-
microbiote-pathogenes. Le prochain défi consiste a utiliser C. elegans pour étudier les multi-

infections afin de définir les relations et les influences des microbes les uns sur les autres.

Des développements futurs du modele C. elegans sont basés sur I'étude de la
longévité. Le lien entre DAF-2 / Insuline IGF-1 et la durée de vie de C. elegans a été rapporté
par Kenyon et al. (1993). D’autres études sur cette voie fourniront un nouveau paradigme qui
aidera a comprendre le vieillissement en bonne santé d’organismes plus complexes tels que
’Homme (Ewald et al. 2018). De nombreux travaux de recherche sont axés sur les bactéries
lactiques et leurs activités anti-pathogénes, leur capacité a prolonger la vie de C. elegans et a
gérer le stress oxydatif et I'inflammation, mais certains domaines de recherche n’ont pas
encore été exploités. L’'obésité, le diabéte, la maladie de Parkinson et méme le cancer peuvent
étre des axes de recherche émergents. Par exemple, C. elegans peut aider a étudier les
mécanismes moléculaires du cancer (Qi et al. 2017) et pourrait étre utilisé comme outil de

diagnostic précoce de cette maladie (Mizuguchi and Hirotsu 2018).

C. elegans possede plusieurs des caractéristiques d’un modeéle efficace pour la
caractérisation d’'un LBM. C’est un outil puissant déja utilisé pour évaluer I'impact des
microorganismes sur la longévité et 'immunité de C. elegans et pour étudier leur effet anti-
pathogene. C’est un outil simple d’utilisation qui permet d’étudier le lien entre 'immunité innée
et le vieillissement, ainsi qu’entre le microbiote intestinal et le vieilissement. Il offre la
possibilité de définir les interactions héte-microbes et microbes-microbes. Les futurs objectifs

de recherche de C. elegans sont de caractériser le mode d’action des souches d’intérét afin
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de mieux comprendre leurs effets sur I'Homme et de développer des produits
biothérapeutiques vivants encore meilleurs pour traiter un plus large éventail d’affections liées
a la dysbiose humaine. Le nombre de cellules est de toute fagon limité (20 cellules intestinales
sur 959 cellules pour un ver entier), ce qui interroge la pertinence des phénotypes observés
et leur extrapolation a ’homme composé de nombreux tissus différents et complexes. Le
modele C. elegans peut aussi étre utilisé pour évaluer I'innocuité des microorganismes, en
évaluant sa durée de vie (Chen ef al. 2018). Le défi de la validation de C. elegans en tant que
modele pertinent pour étudier I'innocuité des souches consiste aussi a évaluer comment établir
un parallele avec 'Homme. C. elegans offre des perspectives en raison de I’homologie
existante entre les cellules intestinales du ver et les cellules intestinales humaines en termes
de génétique et de physiologie. Une optimisation intéressante de ce modéle consisterait a en
faire un outil efficace pour étudier des interactions plus complexes héte-microorganismes
(héte-microbiote, héte-holobionte). Le modeéle de C. elegans permet une analyse
transcriptomique, protéomique et des réseaux, offrant des perspectives de connaissances
mécanistiques prometteuses (Cassidy et al. 2018 ; White and Herman 2018 ; Sharika et al.
2018). De plus, une collection de mutants de C. elegans est déja disponible pour la

communauté scientifique permettant la réalisation d’études mécanistiques approfondies.

Bien qu’il s’agisse d’une des tehniques les plus courantes lors de recherche avec C.
elegans, I'’évaluation de la survie d’'une population est un processus long et fastidieux. Une
nouvelle procédure d’estimation doit étre mise au point afin d’élargir les applications au
criblage de collections de microorganismes (Scanlan et al. 2018 ; Josende et al. 2019). Il est
nécessaire de progresser vers une automatisation plus technique afin de permettre une
collecte de données plus rapide et fiable a partir d’'une population de vers. Aussi, le
renforcement de I'analyse des données par des approches biostatistiques pourrait permettre
une interprétation plus fine des résultats issus de tests de longévité et de survie. Dans les
années a venir, ce modele in vivo pourrait étre largement utilisé pour mieux caractériser les
microorganismes a l'aide d’approches omiques associées au développement de
'automatisation des outils d’analyse pour le comptage ou le tri de vers). Les sociétés de
biotechnologie commencent déja a développer des outils a haut débit utilisant le nématode.
La microfluidique représente de nouvelles perspectives pour manipuler C. elegans a haut débit
et réaliser des études automatisées a I'aide de méthodes d’'imagerie a haute résolution
(Mondal et al. 2016).Ce modeéle pourra alors étre utilisé pour étudier un plus grand panel de
microorganismes pathogénes et LBM dans le but de développer de nouveaux LBP ou

d’examiner plus en détail les mécanismes relatifs aux maladies humaines.
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Ainsi, 'ensemble des résultats obtenus durant ce travail de thése ont permis de

démontrer que le nématode C. elegans constitue un modeéle pertinant pour des études
précliniques cherchant a caractériser les mécanismes d’actions de LBM (ou de probiotiques
de maniére générale) au niveau moléculaire. Ce modéle se positionne en amont des
expériences sur des animaux de laboratoire incontournables que sont les rats et les souris.
Son utilisation comme premiére étape de criblage/caractérisation devrait permettre de réduire
le nombre d’expérimentations sur mammiféres. En effet, C. elegans permet la réalisation de
tests sur un grand nombre d’individus en méme temps et sur une durée limitée pour un codt
financier et matériel limité. Aussi, il permet aisément la réalisation d’études phénotypiques et
mécanistiques a l'aide de microorganismes vivants, morts, mais également de leurs
métabolites sécrétés par exemple dans leurs surnageants de culture. De ce fait, C. elegans
ouvre de nouvelles perspectives dans le développement d’essais pour étudier la cytotoxicité
de nouvelles molécules bioactives ou la pathogénicité microbienne et les mécanismes de
défense de I'hGte et propose de nouvelles stratégies pour comprendre leur mode d’action
(produit chimique spécifique, facteur de virulence). C. elegans permet de suivre un
microorganisme chez un animal entier a I'aide d’approches transcriptomiques et protéomiques
ainsi que métabolomiques et physiologiques (Yang et al. 2015, 2016). Dans les années a
venir, nous pouvons envisager qu’il soit ajouté aux plateformes de criblage pour le

développement de nouveaux LBPs.
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ANNEXES

Annexe 2. Composition des milieux de culture

Bouillon Yeast extract Peptone Glucose (YPG)
Composition pour 1 L de milieu :
e 40 gde glucose
e 5 g dextrait de levure
e 5 gde peptone
e FaugspilL
Le pH est ajusté a 6,5. Stérilisation par autoclavage a 110 °C pendant 16 minutes.

Tampon M9
Composition pour 1 L de tampon :
e 3 g de phosphate monopotassique
e 6 g de phosphate dissodique
e 5 gde chlorure de sodium
e 0,25 g de sulfate de magnésium heptahydraté
e FEaudistilléeqgsp 1L
Stérilisation par autoclavage a 121 °C pendant 20 minutes.

Milieu Nematode Growth Medium (NGM)
Base (composition pour 1 L final) :
e 3 g de chlorure de sodium
e 2,59 de peptone
e 4 g d’extrait de levure
e 17 gdagar
e 975 mL d’eau distillée
Stérilisation par autoclavage a 121 °C pendant 20 minutes.

Solution de chlorure de calcium a1 M :
e 5,55 g de chlorure de calcium
o Eau distillée gsp 50 mL
Stérilisation par autoclavage a 121 °C pendant 20 minutes

Solution de sulfate de magnésium a 1 M :
e 6,02 g de sulfate de magnésium
e FEau distillée gsp 50 mL

Solution éthanoligue de cholestérol a 5 mg.mL" :
e 0.025 g de cholestérol
e 50 mL d’éthanol absolu
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ANNEXE 2

Vortexer jusqu’a compléte dissolution. Ne pas autoclaver.
Tampon phosphate {1 MpH=6:

e 108,3 g de phosphate monopotassique

e 35,6 g de phosphate dipotassique

e FEaudistilléeqgsp 1L

e AjusterapH=6
Stérilisation par autoclavage a 121 °C pendant 20 minutes.

Apres autoclavage, laisser refroidir le milieu de base et les solutions (sauf le cholestérol) dans
un bain marie a 50 °C pendant 1 heure puis ajouter stérilement au milieu de base :

e 1 mL de solution de chlorure de calcium, 1 mL de solution de sulfate de magnésium,
25 mL de tampon phosphate et 1 mL de solution de cholestérol.

e Bien agiter le milieu, le couler en boites de Pétri et laisser solidifier a température
ambiante.

Solution de fluorodésoxyuridine (FUdR) a 6 mM :
e 0,015 g de FUdR (attention, composé toxique)
e 10 mL de tampon M9 a température ambiante
Vortexer jusqu’a compléte dissolution et stériliser sur filtre 0,22 pym.

Ajouter la quantité adéquate de solution dans le milieu afin d’'obtenir une concentration finale
de 0,12 mM de FUdR.

La solution doit étre préparée extemporanément et si possible a I'abri de la lumiere, le FUdR
étant peu stable en solution.
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Annexe 3. Construction  bioinformatique  des
amorces pour le suivi par RT-PCR quantitative de

I’ ion de gé
expression de genes

Le programme suivant a été écrit par Jonathan Heuzé, a I'occasion de son stage de
deuxieme année de DUT Génie Biologique option bioinformatique (année universitaire 2018
—2019).
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Script RMarkdown pour l’analyse des

Annexe 4.

données de survie

ti

author: "Cyr

font. y= "), font .tickslab= ")

u fit_Temoin.OP2 <= survfit(Surv(Temps, Statut)~rep.inter, data=Temoin.OP2)
date: 'dat summary (f£it_Temoin.OP2)$table
output

pdf_document :
fig_caption: yes
keep_tex: yes
number_sections: yes
toc: yes

html_document :
number_sections: yes
toc: yes

word_document : default

pTemoin. OP2<-gqsurvplot(ht Temoin.OP2, pval = FALSE, val.size = 2, conf.:nt =

FALSE, title = ", xlab = *
surv.median.line =

= "Répli legcnd labs = c(

"gr wyoi ¥ ), break. time. b,- L

font.tickslab ")

= theme bw(), 1eqend.nt1e

")y

e ("

fit_Temoin.OP4 <- survfit(Surv(Temps, Statut)~rep.intra, data=Temoin.OPd4)
summary (fit_Temoin.OP4)$table

plemoin.OPd<-ggsurvplot (fit_Temoin.OPd, pval = FALSE, pval.size = 2, conf.int =

= Chaxqement des données, echo=FALSE, include FALSE, title = ", xlab = " ", ylab =
m ", surv. median.line = 'hv!, ggtheme = theme_bw(), legend.title
= ts", legend labs = c(" "), palette = c("re
cen"), legendsc(0.2,0.2), break.time. by- , font.x=c (" "y, font.ymc(" "),
font.tickslab=c(" =35,

library ("

# importat
Temoin.CAA <- read_excel("dat

fit_Temoin.OP6 <= survfit(Surv(Temps, Statut)~rep.inter, data=Temoin.OP6)
summary(fit_Temoin.OP6)$table

pTemoin. 0P6<—gqsurvplot(fxt Temoin.OP6, pval = FALSE, pval.size = Z, conf.int =

¢ importat des d es mn, uu = , xlab = "Te ", ylab =
Temoin.OP2 <- read_excel( = "op2") babi 1 s surv.median.line = 'hv', ggtheme = theme bw(), legend.title
= 011 ", legend.labs = (" "r3"), palette = c(" ’
Temoin.OP4 <- read_excel(" , sheet = ) lege ( ), break.tine. by=", font .xm=c (" "y, font ymc(" "),
font.tickslab=c( "y
Temoin.OP6 <- read_excel(" , sheet = )
fit_Temoin.0P24 <~ survfit (Surv(Temps, Statut)~rep.intra, data=Temoin.OP24)
Temoin.OP24 <~ read_excel (" 1sx", sheet = ) summary (fit_Temoin.0P24) $tabl

# importa des pTemoin.0P24<-ggsurvplot (Fit_Temoin.OP24, pval = FALSE, pval.size = 7, conf.int =
Temosn.Ler2 <= read excel (- ) FALSE, title = , xlab = "Ten
surv.median.line = 'fv', ggtheme = theme_bu(), legend.title
Temoin.Lcrd <- read_excel (" ",sheet = "Lcr4") =" ts", legend.labs = c(" "r3v), ette = c(*
(0.2,0.2), break.time.by=2, font.me (" "), font.yme ("
Temoin.Lcr6 <- read_excel(" ", sheet = "Loxr") 1d") )
Temoin.Lcr24 <- read_excel (" ", sheet = "L ") fit_Temoin.Lcr2 <- survfit (Surv(Temps, Statut)~rep.inter, data=Temoin.Lcr2)

summary(fit_Temoin.Lcr2) $table

# importation des données pour OP50 + alk

D2 <- read_excel("data.xlsx", sheet = * a2") pTemoin. Ler2<—ggsurvplot (£1t_Temoin.Ler2, pval = FALSE, pval.size = 2, conf.int =
FALSE, title = ", xlab = rs", ylab = babilit

D4 <- read_excel("data.xlsx", sheet = ° AR4") ", surv.median.line = 'hv', ggtheme = theme bw(), lcgend title = " ts®,
legend.labs = c("r1", " "ri"), palette = cen"),

D6 <~ read_excel("data.xlsx", sheet = ° ARG") egend=e ( Yo brwakitdme.bysd, font.zm "y, Eout .ymo(" ",
fon! t:ckslab-r( ")

D24 <~ read_excel("data.xlsx", sheet = " "

# importation de:
E2 <- read_excel(

fit_Temoin.Lcrd <- survfit (Surv(Temps, Statut)~rep.inter, data=Temoin.Lcrd)
summary (fit_Temoin.Lcrd) $table

pTemoin. Lerd<-ggsurvplot (Fit_Temoin.Lerd, pval = FALSE, pval.size = 2, conf.int =

E4 <- read_excel("data.xlsx", sheet = "Lcz " FALSE, title = " ", xlab = "Te rs", ylab = ba
e", surv.median.line = 'hv', ggtheme = theme bw(),legend.title =

E6 <- read_excel("data.xlsx", sheet = * 6") legend.labs = c("r1", " "ri"), palette = c("re een”),

legend=c (0.2, break. tine.by=2, font. xmc (*bold"), font.y=¢ (*bold"),
E24 <~ read_excel("dat ", sheet = "Lcr CAA24") font. tickslabs=. )

fit_Temoin.Lcré <- survfit (Surv(Temps, Statut)~rep.inter, data=Temoin.Lcr6)
¥ ic des réplicats in expériment summary(fit_Temoin.Lcr6) $ta

“{r Calcul des tables de surv
fit_Temoin.CAA <~ survfit (Surv(

ie, echo-rAul, include=FALSE}

Temps, Statut)~rep.inter, data=Temoin.CAA)

pTemoin.Ler6e-ggsurvplot (fit_Temoin.Lcr, pval = FALSE, pval.size = 2, conf.int =

summary (£it_Temoin.CAA)$table FALSE, title = ", xlab = "Te rs", ylab = "
", surv. med:an line = ggtheme = theme \:w(), legend title = "Réplicats”,
pTemoin. CAA(-qgaurvplDt (fit_Temoin.CAA,pval = FALSE,pval.size = legend.labs = c( " , palette = c(" "y,
Ilw!, +xlab = * legend=c ( 5 break (:\me by- » font.x=c(" ). font.ylr( "),
té + surv.median.line = ‘nv', qgtheme = theme bu(), font.tickslab=c(
= ts®, 1eqend labs = c(" ) B
"green"), lege ,0.2), break.time. by- . font.x=c (" fit_Temoin.Lcr24 <- survfit (Surv(Temps, Statut)~rep.inter, data=Temoin.Lcr24)
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summary (fit_Temoin.Lcr24) $table

pTemoin.Lcr24<—ggsurvplot (fit_Temoin.Lcr2d, pval = FALSE, pval.size = 2, conf.int =
FALSE, title = "Co 35 24h", xlab = emg jours", ylab = " i

de survie", surv.median.line = 'hv', ggtheme = theme _bu (), 1=g=nd til’.le
"Réplicats”, legend.labs = c( "r2", "r3"), palette = c("red", "
legend=c (0 , break.time.by=2, font.x=c("bold"), font.ymc(
font. t.xck.:l-b-c("kc d") )

nditior

£it_D2 <~ survfit (Surv(Temps, Statut)~rep.inter, data=D2)
summary (£it_D2) §table

int = ru.u, t)tle =

P! 2<-qgsurvp1o:(fn 2, pval = rn.u pval.size = 2, conf

+ al 10231 x
e, surv. medxan line = . ggtheme = theme_bw (), leqend title
= "Réplicats”, legend.labs = c("rl", "r2", "ri"), palette = c("red", "b
"green"), legendmc ), break.time.by=2, font.x=c("bold"), font.yme ("b
font.tickslabme ("b

1d") )

£it_D4 <~ survfit(Surv(Temps, Statut)s~rep.inter, data=Dd)
summary (£it_D4)$table

pD4<-ggsurvplot (£it_bd, pval = FALSE, pval.size = 2, conf. title =
ndition OP50 4t lbicans ATC ; xlab = "7 urs", ylab =
', surv.median.line = ggtheme = theme_bw (), legend.title
leqend labs = c("r1", "r2", ), palette = c("red", "
2), break.time.bym2, font.xmc(*bold"), font.ymc(*bold"),

), legen
font .t ickalabac (-bold") )

fit_D6 <= survfit (Surv(Temps, Statut)~rep.inter, data=D6)
summary (fit_D6) $table

pD6<-qqsurvplot(f1t 06, pval. = FALSE, pval.size = 2, conf.int = nul. title =

lbicans ATCC 1 xlab = s, ylab =
wv\A—-, surv.median. line = ,"ggtheme = theme_bw(), legend.title
, legend.labs = c("rl" "r3"), palette = c("red”, "blue”,
"), legendsc(0.2,0.2), break.time. by- , font.xme("bold"), font.yme("bold"),
€ont .tickalabac (rboldn) )
£it_D24 <~ survfit (Surv(Temps, Statut)~rep.inter, data=D2d)
summary (fit_D24)$table
title =

pnu«qgsuxvplot(fxt_uzc, pval = FALSE, pval.size = 7, conf.int = FALSE
t h*, xlab = "Temps en ", ylab =
rvie®, surv.median.line = , ggtheme = theme. bu(), legend.title
", legend.labs = c("r1 ), palette = c("r ue”
legend=c (0.2, break.time.by=2, font.xme("bold"), font y-c("L
font .tickalabac ("hold") )

£it_E2 <~ survfit (Surv(Temps, Statut)~rep.inter, data=£2)
summary (£it_E2) $table

pE2<—ggsurvplot(fxt r:z pv-l = ru.nl, pv-l size = 2, conf.
albi 023 xlab = u

~ramnr- 1s s ie", surv. med:.an hne = + ggtheme = :heme km(), leqend.title

E , legend.labs = c("rl", "r2", "r3"), palette = c("red", "b

een"), legendmc(0.2,0. break.time.bys2, font.xmc(*bold"), font.yme (*bo

font.tickslab=c("bold") )

£it_E4 <~ survfit(Surv(Temps, Statut)~rep.inter, data=gd)
summary (fit_E4) $table

int = FALSE, title =
", ylab =

EBA<-ggmurvplet (£1t E4, pral = FALEN, pval

albicans A
robabilité de . surv.median. nne - = theme_bw(), legend.title
= "Réplicats®, legend.labs = c('rl", "r3 = c("red", "blue”,
“greent), legendse(0.3,0.2), break.time.bys2, font.xme(*bold"), font.yme(vbold"),
font .tickslab=c ("bold") )

mps en

£it_E6 <~ survfit (Surv(Temps, Statut)~rep.inter, data=E6)
summary (£it_E6) $table

pE6<-ggsurvplot (fit_E6, pval = FALSE, pval.size = 2, conf.int = FALSE, title =

print (pE4)
summary (£it_E4) $table
survdiff(formulamSurv(Temps, Statut)~rep.inter,datamEd)

print (pE6)
summary (fit_E6) $table
survdiff(formula=Surv(Temps, Statut)~rep.inter,datasEf)

print (pE24)
summary (fit_E24)$table
survdiff(formulamSurv(Temps, Statut)~rep.inter,data=E24)

# Comparaison des conditions t = 2 heures
“*{r, echo=FALSE, include=FALSE)

Bilan2 <= full_join (Temoin.CAA,D2)

Bilan2 <- full_join(Bilan2, Temoin.OP2)

Bilan2 <= full_join(Bilan2, Temoin.Lecr2)

Bilan2 <= full_join(Bilan2,E2)

£it_Bilan2 <- survfit(Surv(Temps, Statut)s~Souche, data=Bilan2)
pBilan2<-ggsurvplot (fit_Bilan2, pval = FALSE, pval.size = 7, conf.int = TRUE, title
reventive effect of Ler st albicans (ATCC 10231,

(days) ", ylab = "Surv surv.median.line = '
theme_bw(), legend.title = "Conditi legend labs = c("A","
palette = c("red”, "black","blue","p n"), linetype = c("s:
"solid","solid" 1%, " legendmc (0 "), break.time.by=1,
xlimmc(0,17), font.xmc("bold"), font.ymc(*bold"), font.tickslabmc("bold") )

Temoin.CAA_D2<~-filter(Bilan2, Souche:
Temoin.CAA_E2<~-filter(Bilan2,Souches
Temoin.CAA_C2<-filter(Bilan2,Souche:
Temoin.CAA_B2<-filter(Bilan2,Souche:

"|souche=="p1")

."| souche=="51")

D2E2<~filter (Bilan2, Souchem="D1"|Souches="
D2C2<-filter (Bilan2, Souchem="D1"
D2B2<~filter (Bilan2, Souche=="D1"|Souche=="51
E2C2<~filter (Bilan2, Souche== Souche=="C1")
E2B2<~filter (Bilan2, Souche== Souchem="z

B2C2<-filter (Bilan2, Souche== Souche=="C

## Courbes de survie récapitulatives (t = 2 heures)
“{r Courbes de survie bilans t2, echo=FALSE}
print (pBilan2)

## Analyses statistiques : test du log rank (t = 2 heures)

*'{r Analyses statistiques t2, echo=FALSE)}

summary (£it_Bilan2)$table

survdiff(formula = Surv(Temps, Statut)~Souche, data=Temoin.CAA_D2)
survdiff(formula = Surv(Temps, Statut)~Souche, data=Temoin.CAA_E2)
survdiff(formula = Surv(Temps, Statut)~Souche, datasmTemoin.CAA_C2)
survdiff(formula = Surv(Temps, Statut)~Souche, datamTemoin.CAA_B2)
survdiff(formula = Surv(Temps, Statut)~Souche, data=D2E2)
survdiff(formula = Surv(Temps, Statut)~Souche, data=D2C2)
survdiff(formula = Surv(Temps, Statut)~Souche, data=D2B2)
survdiff(formula = Surv(Temps, Statut)~Souche, data=E2C2)
survdiff(formula = Surv(Temps, Statut)~Souche, data=E2B2)
survdiff(formula = Surv(Temps, Statut)~Souche, data=B2C2)

# Comparaison des conditions t = 4 heures
‘{r, echo=FALSE, include=FALSE}

Biland <- dplyr::full_join(Temoin.CAA,D4)

Biland <- dplyr::full_join(Biland, Temoin.OP4)

Biland <= dplyr::full_join(Biland, Temoin.Lcrd)

Biland <~ dplyr::full_join(Biland,Ed)

fit_Biland <- survfit(Surv(Temps, Statut)~Souche, data=Biland)
pBiland<-ggsurvplot(fit_Biland, pval = FALSE, pval.size = I, conf.int = FALSE, title
", xlab =

dida albicans (ATCC 1023

reventive effect of Lc

145
146
147
148
149

NN N RN

»s ATCC10231 2h", xlab = "Temps en jours®, ylab =
r ", surv.median.line = 'hv', ggtheme = theme_bw(), legend.title
, legend.labs = c("rl", "r2", "r3"), palette = c("red", "blue”,
"green"), legend=c(0.2,0.2), break.time.by=2, font.x=c("bold"), font.y=c("
font.tickslabsc("bold") )

1d"),

£it_E24 <- survfit (Surv(Temps, Statut)s~rep.inter, data=E2d)
summary (£it_E24)$table
pE2d<-ggsurvplot (fit_E24, pval = FALSE, pval.size = 2, conf.int = FALSE, title =
"Condit Ler35 24h albicans ATCC10231 2h", xlab = "Temps en jours", ylab =
surv.median.line = 'hv', ggtheme = theme_bw(), legend.title
Réplicats”, legend.labs = c("rl", *, "r3"), palette = c("red”, "blue",
"green"), legendsmc(0.2,0.2), break.time.bym2, font.xmc("bold"), font.ymc("bold"),
fon[.tickslah-c('b

***{x, echo=FALSE)

print (pTemoin.CARA)

summary (fit_Temoin.CAR)$table

survdiff (formula=Surv (Temps, Statut)~rep.inter,data=Temoin.CAA)

print (pTemoin.0P2)
summary (fit_Temoin.OP2)$table
survdiff (formula=Surv(Temps, Statut)~rep.inter,data=Temoin.OP2)

print (pTemoin.OP4)
summary(fit_Temoin.OP4)$table
survdiff (formula=Surv(Temps, Statut)~rep.inter,data=Temoin.OP4)

print (pTemoin.OP6)
summary(fit_Temoin.OP6)$table
survdiff (formula=Surv(Temps, Statut)~rep.inter,data=Temoin.OP6)

print (pTemoin.0P24)
summary (fit_Temoin.OP24) $table
survdiff (formula=Surv (Temps, Statut)~rep.intra,data=Temoin.0P24)

print (pTemoin.Lcr2)
summary(fit_Temoin.Lcr2)$table
survdiff (formulamSurv(Temps, Statut)~rep.inter,datasTemoin.Lcr2)

print (pTemoin.Lcrd)
summary (fit_Temoin.Lcrd) $table
survdiff (formulasSurv (Temps, Statut)~rep.inter,datasTemoin.Lcrd)

print (pTemoin.Lcr6)
summary (fit_Temoin.Lcr6)$table
survdiff (formula=Surv (Temps, Statut)~rep.inter,datasTemoin.Lcr6)

print (pTemoin.Lcr24)
summary(fit_Temoin.Lcr2d4)$table
survdiff (formula=Surv(Temps, Statut)=rep.inter,datasTemoin.Lcr24)

print (pD2)
summary (fit_D2)$table
survdiff (formulasSurv(Temps, Statut)~rep.inter,data=D2)

print (pDd)
summary(fit_D4)$table
survdiff (formula=Surv(Temps, Statut)~rep.inter,data=D4)

print (pD6)
summary (fit_D6)$table
survdiff (formula=Surv(Temps, Statut)~rep.inter,data=D6)

print (pD24)
summary (fit_D24)$table
survdiff (formula=Surv(Temps, Statut)~rep.inter,data=D24)

print (pE2)
summary (f£it_E2)$table
survdiff (formula=Surv (Temps, Statut)~rep.inter,data=E2)

ity", surv.median.line =
legend.labs = c("a", "E","C"

"Time (days)", ylab = "Surviv.
theme_bw(), legend.title = "C
palette = c("red", "black","b rple”, "gree. ~), linetype = c("s

i olid", ). legendsc
Y, fonnx-c(*k 1d"), font.yme({*bold"), font.tickslabme(*b

xlimme (0,1

Temoin.CAA_Dd<~filter (Biland, Souche=="A" | Souche=="02")
Temoin.CAA_E4<~filter (Biland, Souche=="2" | Souche==

Temoin.CAA_Cd<-filter (Bilan4, Souche=="4" | Souchem="c2"
Temoin.CAA_Bd<-filter (Biland, Souchem="A" | Souchem="52")

Souches:
Souche=="C_ ")
Souches=
Souche=="c2")
Souchem="E2")
Souchem="C2")

D4E4<-filter(Biland,Souche=="
D4C4<—filter(Biland, Souche=="
D4B4<-filter(Biland,Souche:
E4C4<-filter(Biland, Souche:
E4B4<-filter(Biland,Souche=="
BAC4<-filter(Biland,Souche=="

# Courbes de survie récapitulatives (t = 4 heures)
‘{r Courbes de survie bilans td4, echo=FALSE}
print (pBiland)

## Analyses statistiques : test du log rank (t = 4 heures)

*'{r Analyses statistiques t4, echo=FALSE)
summary(fit_Biland)$table

survdiff (formula = Surv(Temps, Statut)~Souche, data=Temoin.CAA_D4)
survdiff (formula = Surv(Temps, Statut)s~Souche, data=Temoin.CAA_E4)
survdiff (formula = Surv(Temps, Statut)~Souche, data=Temoin.CAA_C4)
survdiff (formula = Surv(Temps, Statut)~Souche, data=Temoin.CAA_B4)
survdiff (formula = Surv(Temps, Statut)~Souche, data=D4E4)

survdiff (formula = Surv(Temps, Statut)~Souche, data=D4C4)

survdiff (formula = Surv(Temps, Statut)~Souche, datasD4B4)

survdiff (formula = Surv(Temps, Statut)=~Souche, data=E4Cd)

survdiff (formula = Surv(Temps, Statut)~Souche, data=E4B4)

survdiff (formula = Surv(Temps, Statut)~Souche, data=B4C4)

# Comparaison des conditions t = 6 heures
“{r, echo=FALSE, include=FALSE}
full_join(Temoin.CAA,D6)
full_join(Bilan6, Temoin.OP6)
full_Join (Bilan, Temoin.Lcr6)
full_join(Bilan6, E6)

Bilan6 <- dply.
Bilan6 <- dplyr:
Bilan6 <- dply:
Bilan6 <~ dply:

fit_Bilan6 <~ survfit (Surv(Temps, Statut)~Souche, data=Bilan6)
pBilan6e-ggsurvplot (£it Bxluns, pval = nu.n, pval.size = , conf.int = FALSE, title
" stive effect of aga ia albicans (AT o

"Time (days)", ylab = "Survival probab n) surv.median.line = ', ggtheme =
theme_bw (), legend.title = "Conditions”, legend.labs = c(*A", ce, "p®, "E"),
palette = c("red”, "black"," ", "purple”, "green"), linetype = c("
4", "solid" ;d",":leu ), legend=c(0 5), break.time.by=1
xlimmc (5,17), font.xmc ("bold"), font.ymc("bold"), font.tickslabme(*bold®) )

Temoin.CAA_D6<=filter (Bilan6, Souches="A" | Souchems
Temoin.CAA_E6<~filter (Bilan6, Souche=="A" | Souche==
Temoin.CAA_C6<~filter (Bilan6, Souche=="A" | Souche=="C3")
Temoin.CAA_B6<~filter (Bilan6, Souche=="2" | Souche=="53")

%)

DEEG<=£i ltex (Bxlanﬁ Souchess"
lter(Bil D
D6B6<~fi lter(BxlanG,Souche--"
E6C6<-filter(Bilan6, Souche=="
E6B6<-filter(Bilan6,Souche=="t
B6C6<-filter(Bilan6,Souche=="5

# Courbes de survie récapitulatives (t = 6 heures)
“{r Courbes de survie bilans t6, echo=FALSE}
print (pBilan6)
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## Rnalyses statistiques : test du log rank (t = 6 heures)
“{r Analyses statistiques t6, echo=FALSE}

summary (fit_Bilan6)$table

survdiff(formula = Surv(Temps, Statut)~Souche, data=Temoin.CAA_D6)
survdiff(formula = Surv(Temps, Statut)~Souche, datamTemoin.CAA_E6)
survdiff(formula = Surv(Temps, Statut)~Souche, data=Temoin.CAA_C6)
survdiff(formula = Surv(Temps, Statut)~Souche, data=Temoin.CAA_B6)
survdiff(formula = Surv(Temps, Statut)~Souche, data=D6E6)
survdiff(formula = Surv(Temps, Statut)~Souche, data=D6CE)
survdiff(formula = Surv(Temps, Statut)~Souche, data=D6B6)
survdiff(formula = Surv(Temps, Statut)~Souche, data=E6C6)
survdiff(formula = Surv(Temps, Statut)~Souche, data=EGB6)
survdiff(formula = Surv(Temps, Statut)~Souche, data=B6C6)

24 heures

}

# Comparaison des conditions t
***{r, echosFALSE, includesFAL!
Bilan24 <~ dplyr::full_join(Temoin.CAA,D24)
Bilan24 <- dplyr::full_join(Bilan24, Temoin.0P24)
Bilan24 <- dplyr::full_join(Bilan24, Temoin.Lcr2d)
Bilan24 <- dplyr::full_join(Bilan24,E24)

fit_Bilan24 <~ survfit (Surv(Temps, Statut)~Souche, data=Bilan2d)
psuunz«-gqsuzvpnc (S16.Bi1a02d, pral (= WALSE, pval.sise =2, conf int.= ViLEx,
title = "P. e effect of L albican (ATC
xlab = )", ylab = "s lity", surv.median.line =
ggtheme = theme_bw(), legend.title = ns", leqend labs =

A "p" , palette = c("x "black"
v, msolid, "
break.time.by=!, xl)m-c( ,17), font.x=c("
font .tickslabsc ("

", legend-c( :
font.y=c ("bold"),

Temoin.CAA_D24<-filter (Bilan2d, Souchem="A"
Temoin.CAA_E24<-filter (Bilan24, Souche=="A"
Temoin.CAA_C24<~filter (Bilan24, Souche=="a"
Temoin.CAA_B24<-filter (Bilan2d, Souchems"A"

D24E24<-filter (Bilan24, Souches
D24C24<~filter (Bilan24, Souches
D24B24<~-filter (Bilan24, Souche:
E24C24<-filter (Bilan24, Souches
E24B24<-filter (Bilan24, Souches
B24C24<-filter (Bilan24, Souches

D4"
="D4"

="D4"

an
4
m"ngn

## Courbes de survie récapitulatives (t = 24 heures)
“{r Courbes de survie bilans t24, echo=FALSE}
print (pBilan24)

## Analyses statistigues : test du log rank (t = 24 heures)
“{r Analyses statistiques t24, echo=FALSE}

summary (fit_Bilan24) $table

survdiff(formula = Surv(Temps, Statut)~Souche, data=Temoin.CAA_D24)
survdiff(formula = Surv(Temps, Statut)~Souche, data=Temoin.CAA_E24)
survdiff(formula = Surv(Temps, Statut)~Souche, data=Temoin.CAA_C24)
survdiff(formula = Surv(Temps, Statut)~Souche, data=Temoin.CAA_B24)
survdiff(formula = Surv(Temps, Statut)~Souche, data=D24E24)
survdiff(formula = Surv(Temps, Statut)~Souche, datamD24C24)
survdiff(formula = Surv(Temps, Statut)~Souche, data=D24B24)
survdiff(formula = Surv(Temps, Statut)~Souche, data=E24C24)
survdiff(formula = Surv(Temps, Statut)~Souche, data=E24B24)
survdiff(formula = Surv(Temps, Statut)~Souche, data=B24C24)

# Tests statistiques "inter temps"

## Comparaison Témoin E. coli OP50

' '{r, echo=FALSE, include=FALSE}

BilanTOP <- dplyr::full_join(Temoin.OP2,Temoin.OP4)
BilanTOP <- dplyr::full_join(8ilanTOP,Temoin.0P6)
BilanTOP <- dplyr::full_join(8ilanTOP,Temoin.0P24)

fit_BilanTOP <- survfit (Surv(Temps, Statut)~Souche, data=BilanTOP)

fit_BilanOC <- survfit (Surv(Temps, Statut)~Souche, data=BilanOC)
prlunO(k-qq.!uxvplnt(f;t BilanOC,pval = FALSE, pval.size = 2, conf.int = FALSEtitle
= "Com ison des courbes + Candida", xlab = *T ys)", ylab = "Sur
surv.median.line = 'hv', qqmeme = theme_bw(), legend.title =
legend.labs = c("2h" "), palette = c(*

,"purpie"), linetype = c("
), break.time.by=1, xlimsc(0,1
font .tickslabmc ("bold") )

*bl
1egend-c(:
font .ymc("bol

.n",

df
, font. x-c('LA.l d",

D2.D4<-filter(BilanOC, Souche==
D2.D6<=filter(BilanOC, Souche==
D2.D24<~filter (BilanOC, Souche=="
D4.D6<-filter(BilanOC, Souches=
D4.D24<-filter (BilanOC, Souche==
D6.D24<~filter (BilanOC, Souches=

"|Souche=="p2")
01" |Souche=="p3")
| Souche=="pa")
|Souche-- "y
Souche=="D4")
Souche=="D4")

I

"' {r Courbes de survie bilans OC, echosFALSE)
print (pBilan0C)

“{r Analyses statistiques OC, echo=FALSE}

summary (£it_BilanOC) $table

survdiff(formula = Surv(Temps, Statut)~Souche, data=D2.Dd)
survdiff(formula = Surv(Temps, Statut)~Souche, data=D2.D6)
survdiff(formula = Surv(Temps, Statut)~Souche, data=D2.D24)
survdiff(formula = Surv(Temps, Statut)~Souche, data=D4.D6)
survdiff(formula = Surv(Temps, Statut)~Souche, data=D4.D24)
survdiff(formula = Surv(Temps, Statut)~Souche, data=D6.D24)

## Comparaison Lcrd5 + C. albicans

‘{r, echo=FALSE, include=FALSE}
BilanOL <- dplyr::full_join(E2,Ed)
BilanOL <~ dplyr::full_join(BilanOL,E6)
BilanOL <~ dplyr::full_join(BilanOL, E24)

fit_BilanOL <- survfit (Surv(Temps, Statut)~Souche, data=BilanOL)
prlunOlA-qqsurvplo[(L\t 2ilan0l, pval = FALSE, pval.size = o, conf.int = FALSE,
title = "Comparai b + Candida", xlab = " ", ylab =
ity", surv.median. line = , ggtheme = theme_bw(), legend.title
legend.labs = c("2 "), palette = c("zed"
purple"), linetype = c(” o
), break.time.by=!, xlim=c(
. font.tickslabmc ( )

legend=c(

9 17), font.x=c("bold"),
font .ymc("ho

E2.E4<-filter(BilanOL, Souche==
E2.E6<-filter(BilanOL, Souches=
E2.E24<-filter (BilanOL, Souche=="
E4.E6<-filter(BilanOL, Souche==
E4.E24<=filter (BilanOL, Souche:
E6.E24<-filter (BilanOL, Souches:

“{r Courbes de survie bilans OL, echo=FALSE}
print (pBilanOL)

““{r Analyses statistiques OL, echo=FALSE}

summary (fit_BilanOL) $table

survdiff(formula = Surv(Temps, Statut)~Souche, datamE2.Ed)
survdiff(formula = Surv(Temps, Statut)~Souche, data=E2.E6)
survdiff(formula = Surv(Temps, Statut)~Souche, data=E2.E24)
survdiff(formula = Surv(Temps, Statut)~Souche, data=E4.E6)
survdiff(formula = Surv(Temps, Statut)~Souche, data=E4.E24)
survdiff(formula = Surv(Temps, Statut)~Souche, data=mE6.E24)

402

403

105

conf.int = FALSE,
50", xlab = "Ti ", ylab =

2 y", surv.median.line = 'nv', ggtheme = thene. _bw(), legend.title
", legend.labs = c("2h","4h","6h","24h"), palette = c("red

"black", "blue","purple”), linetype = c("solid",
legendmc (0.90,0.75), break.time.by=1, xlimmc(0,17), font.xmc("b
font.y=c("bold"), font.tickslab=c("bold")

pBilanTop<-ggaurvplot (£ie_BilanTo, pval = FALSE, pval.size =
txtle - n oP.

bes t

solid", "solid", "solid"),

1d*),

B2.B4<~filter (BilanTOP,Souches="
B2.B6<~filter (8ilanTOP,Souchem="21
B2.B24<~filter (8ilanTOP, Souche==
B4.B6<-filter (BilanTOP,Souche
B4.B2d<-filter (BilanTOP, Souche=="
B6.B2d<~filter (BilanTOP, Souche=="

Souche=="z

Souchem"33")

2"|souche=="z4")
Souche=="24")

*{r Courbes de survie bilans TOP, echo=FALSE}
print (pBilanTOP)

*{r Analyses statistiques TOP, echo=FALSE}

summary(fit_BilanTOP)$table

survdiff (formula = Surv(Temps, Statut)~Souche, data=B2.B4)
survdiff (formula = Surv(Temps, Statut)~Souche, data=B2.B6)
survdiff (formula = Surv(Temps, Statut)~Souche, datamB2.B24)
survdiff (formula = Surv(Temps, Statut)~Souche, data=B4.B6)
survdiff (formula = Surv(Temps, Statut)~Souche, data=B4.B24)
survdiff (formula = Surv(Temps, Statut)=~Souche, data=B6.B24)

## Comparaison Témoin Ler3S

{r, echo=FALSE, include=FALSE}

BilanTL <= dplyr::full_join(Temoin.Lcr2, Temoin.Lerd)
BilanTL <~ dplyr::full_join(BilanTL,Temoin.Lcr6)
BilanTL <~ dplyr::full_join(BilanTL,Temoin.Lcr24)

fit_BilanTL <- survfit (Surv(Temps, Statut)~Souche, datamBilanTL)

pBilanTL<-ggsurvplot (fit_BilanTL, pval = FALSE, pval.size = 2, conf.int = FALSE,

i :r35%, xlab = "Time (days)", ylab =

ability", surv.median.line = 'hv', ggtheme = theme_bu(), legend.title
legend labs = o(" ", "6h", palette = c("red",

e"), linetype = c("solid", " "solid", "

. 0. ') break. t ime .by

d"), font.tickslabme("

xlim=e (0,17), ion: x=c ("E

a")

legendsmc
font.yme (

C2.C4<~filter (BilanTL, Souche=:
C2.C6<~filter (BilanTL, Souchem="
C2.C24<-filter (BilanTL,Souchem="
C4.C6<~filter (BilanTL, Souche:
C4.C24<-filter (BilanTL,Souche=="
€6.C24<~filter (BilanTL

Souche=="C2")

‘{r Courbes de survie bilans TL, echo=FALSE}
print (pBilanTL)

‘{r Analyses statistiques TL, echo=FALSE}

summary(£it_BilanTL)$table

survdiff (formula = Surv(Temps, Statut)~Souche, datamC2.Cd)
survdiff (formula = Surv(Temps, Statut)~Souche, data=C2.C6)
survdiff (formula = Surv(Temps, Statut)~Souche, data=c2.C24)
survdiff (formula = Surv(Temps, Statut)~Souche, datamC4.C6)
survdiff (formula = Surv(Temps, Statut)~Souche, datamCd.C24)
survdiff (formula = Surv(Temps, Statut)~Souche, data=C6.C24)

## Comparaison E. coli OP50 + C. albicans

“{r, echo=FALSE, include=FALSE}
BilanOC <~ dplyr::full_join(D2,D4)
BilanOC <~ dplyr::full_join (BilanOC,D6)
BilanOC <~ dplyr::full_join (BilanOC,D24)
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