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Résumé

Résumé

Le microbiote intestinal est I’ensemble des micro-organismes non pathogenes dits
commensaux, vivant dans ’intestin de 1’organisme. Plusieurs facteurs influents sur les
interactions entre le microbiote intestinale et le systtme immunitaire. Le but de cette étude
est d’explorer les interactions entres le microbiote intestinal et le systéme immunitaire.
Dans ce travail, nous avons realisé une révue bibliographique sur la caracterisation de
microbiote par des différentes méthodes d’identification et ses interactions avec le systeme
immunitaire intestinale et les facteurs qui affectent ce dernier.

Nous sommes face a une interaction entre un nombre estimé a 10" bactéries qui
constituent cet organe et ce qui constitue véritablement 1’étre humain Un dialogue entre
bactéries et systeme immunitaire s'engage a la naissance, lors de la colonisation intestinale,
et induit le recrutement de multiples acteurs cellulaires qui coopérent avec I'épithélium
pour construire une barriére efficace, capable de confiner les bactéries dans la lumiere
intestinale. Son réle est considérable dans le développement du systeme immunitaire pour
I’adapter a la reconnaissance des signaux de danger. Et aussi les roles de microbiote
intestinale vis- a -vis  du systéme immuniatire et différents phénomenes biologiques tel

que la nutrision, la santé et environnement.

Mots- clés : Microbiote ; Intestin ; Immunité ; Exploration intestinal.



Abstract

Abstract

The intestinal microbiota is the main of non-pathogenic commensal
microorganisms living in the intestine of the organism. Several factors influence the
interactions between the intestinal microbiota and the immune system. The aim of this
study is to explore the interactions between the intestinal microbiota and the immune
system. In this work, we carried out a bibliographical review on the characterization of
microbiota by different identification methods and its interactions with the intestinal

immune system and its affected factors.

We are faced with an interaction between an estimated number of 10™ bacteria that
make up this organ and what truly constitutes the human being A dialogue between
bacteria and the immune system begins at birth, during intestinal colonization, and induces
recruitment multiple cellular actors that cooperate with the epithelium to build an effective
barrier capable of confining bacteria to the intestinal lumen. Its role is considerable in the
development of the immune system to adapt it to the recognition of danger signals. and
also, the roles of intestinal microbiota towards the immune system and different biological

phenomena such as nutrition, health and environment.

Keywords: Microbiota; intestine; Immunity. Intestinal exploration.
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Introduction

I. Introduction

La flore, ou microbiote, est I’ensemble des micro-organismes non pathogénes dits
commensaux, vivant dans un environnement spécifique appelé microbiome, chez un hote
qui peut étre animal ou végétal ou une matiere pouvant étre elle-méme d’origine animale
ou végétale (Burcelin, et al., 2016). Notre organisme est composé de plusieurs
microbiotes,notamment au niveau de la peau, de la bouche et du vagin, mais le microbiote

intestinal est le plus important d’entre eux (Dolié, 2018).

Les flores microbiennes constituant des eécosystémes sont composées de micro-
organismes divers comme les bactéries, archées, champignons, protistes et virus. La
caractérisation et la classification des nombreux micro-organismes qui la constituent se
sont effectuées de maniere étroite avec les outils disponibles au cours du temps (Rossell6-
Mora et al, 2001).

Elle a démarré par des méthodes de caractérisation phénotypique par 1’observation
des caractéres morphologiques au travers d’un microscope, jusqu’aux méthodes de
caractérisation génotypique par séquengage de I’information génétique contenue au sein de
leur cellule. Cette caractérisation est nécessaire pour comprendre le réle fonctionnel des
micro-organismes dans un ecosysteme, et détecter les espéces potentiellement associées a
des maladies humaines telles que des maladies intestinales, ou celles associées a la
palatabilit¢ des produits alimentaires. Encore aujourd’hui, la majorit¢ des micro-
organismes étaient caractérisés par des méthodes d’isolement et de cultures cellulaires en
laboratoire, facilitant la manipulation et la visualisation de ces cellules. Cependant, la
majorité des micro-organismes présents dans les flores microbiennes sont difficilement
isolable et cultivable. On estimait fin 2012 que ~30% des cellules bactériennes de la flore
intestinale humaine étaient caractérisées (Qin et al, 2010; Nielsen, Almeida et al, 2013),
et que moins de 50% de la flore fromagere de produits fermentés traditionnels était

caractérisés au niveau fonctionnel (Bourdichon et al, 2012).

Depuis 2006, il est possible d’obtenir directement le contenu génique d’un
prélevement de flore sans contrainte d’isolement ou de culture, par utilisation de

séquenceurs a ADN de seconde génération.

Selon la méthode de séquencage, il est soit possible d’amplifier spécifiquement des
régions contenant des marqueurs phylogénétiques d’une espéce ou d’amplifier

aléatoirement I’ADN (ou d’ARN) présent dans le prélevement. Ces méthodes permettant
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d’¢étudier collectivement des fragments d’ADN des organismes d’une flore sont des
méthodes dites de métagénomique, et les méthodes permettant d’étudier 1’abondance
relative de chaque fragments au sein d’un prélévement métagénomique sont des méthodes
dites de métagénomique quantitative.

Le microbiome intestinal est faconné par une multitude des facteurs dont les impacts
dominent sur la génétiqgue de I'h6te. Ces facteurs environnementaux, y compris
I'alimentation, l'utilisation d'antibiotiques, le mode de vie occidentalisé ,.. etc, sont des
déclencheurs potentiels de maladies inflammatoires et auto-immunes. (Vojdani et al.2014)
Actuellement, les sources environnementales de variation du microbiome les mieux étudiées
sont le traitement antibiotique et l'alimentationdu parceque la compréhension de la
modulation du microbiome intestinal environnemental et de son impact sur la maladie la
propension n'en est encore qu'a ses balbutiements.

Le microbiome intestinal est essentiel a de nombreux aspects de la santé humaine,
notamment les traits immunitaires, métaboliques et neurocomportementaux. Des preuves a
des degrés divers provenant de modeles animaux (De Palma et al, 2017 ; Wiley et al,2017).

Le microbiome fait référence aux génomes collectifs des micro-organismes dans un
environnement particulier, et le microbiote est la communauté des micro-organismes eux-
mémes. Le tractus gastro-intestinal humain. (Bull et Plummer,2014). Le microbiome est
désormais considéré comme un organe virtuel du corps. Le génome humain se compose
d'environ 23 000 génes, tandis que le microbiome encode plus de trois millions de génes
produisant des milliers de métabolites, qui remplacent de nombreuses fonctions de I'hote,
(Vyas et al,2012) influencant par conséquent la forme physique, le phénotype et la santé de
I'nbte.

L’objectif de cette étude est I’exploration des interactions entres le microbiote

intestinale et le systeme immunitaire.

Le travail est réparti en une introduction sur le microbiote intestinale et le systéme
immunitaire, et trois chapitres : (Chapitre 1 qui est une généralité sur le microbiote
intestinale, et chapitre 2 contient des déffirentes méthodes d'identification et de
caracterisation du microbiote intestinale, et le chapitre 3 concernant lintret et les
interactions du microbiote intestinale dans le systéme immunitaire). Suivie par une

conclusion.
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Chapitrel Microbiote intestinal

I.1. Définition du microbiote intestinal

Le terme microbiote provient du grec ancien uixpoc (mikros, « petit ») et Siozog,
(biotos, « vie ») Ce mot désigne I’ensemble des Micro-Organismes (MO) (Bactéries,
Archées, Champignons ,Protozoaires mais aussi Virus) hébergés par un héte qui peut étre un
organisme vivant (animal, végétal) ou non vivant (air, eau, sol, matiére organique ou
inorganique). (Doré, 2017)

L’environnement dans lequel vit le microbiote représente un écosysteme spécifique
que I’on nomme microbiome. (Doré, 2017) .

Tous les organismes vivent en interaction étroite et permanente avec les microbes de
I’environnement et peuvent étre considérés comme des supra-organismes constitués d’une
part de leurs propres cellules et de 1’autre, des MO qui colonisent toutes leurs surfaces et
cavités en contact avec le compartiment extérieur (Doré, 2017). Ainsi, on ne parle pas d’un
mais de plusieurs microbiotes, car les différentes surfaces colonisées sont autant de
microbiomes aux caractéristiques propres qui hébergent chacune une population
microbienne particuliere. (Doré, 2017).

Les animaux supérieurs possédent une communauté microbienne trés diversifiee,
composée principalement de bactéries mais incluant aussi des archées, des virus, des
champignons ainsi que des protozoaires. Ces micro-organismes occupent lI'ensemble des
surfaces mucosales de I’hdte (peau, muqueuse vaginale...) méme si la majorité d’entre eux
résident au niveau du tractus gastro-intestinal (Sommer et al., 2013).

L’intestin, chez I’adulte, contient 1014 bactéries alors que le nombre de cellules
présentes dans le corps humain est 1013 cellules : I’intestin contient ainsi 10 fois plus de
bactéries que de cellules humaines (Savage, 1977 ; Xu et al., 2003).

Ces bactéries représentent un écosystéeme tres complexe, constitué de 500 a 1000
especes différentes ; les 30 a 40 espéces dominantes représentent a elles-seules 99 % du
microbiote total (Tannock, 1999 ; Qin et al,. 2010 ; Human Microbiome Project
Consortium 2012). Le génome bactérien combiné des différentes bactéries présentes,
appelé microbiome, contient plus de 5 millions de genes, ce qui est cent fois plus important

que le potentiel génétique de 1’hote (Human Microbiome Project Consortium 2012).

1.2. Composition du microbiote intestinal

Les conditions écologiques différent considérablement le long du tractus digestif

(pH, potentiel d'oxydo-réduction ou potentiel redox, anaérobiose, disponibilité de substrats
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alimentaires, vitesse du transit, site d'adhésion, etc.), on comprend aisement que le
microbiote differe fortement selon des niches (comme les gen cives, la langue, I'estomac, le
gréle proximal, le gréle distal, le c6lon proximal et distal, le mucus, etc.) (Fig. 1). Il existe
aussi des interactions entre les micro-organismes qui coopérent en chaines trophiques,
symbioses, biofilms ou a l'opposé s'antagonisent par exclusion compétitive. En
conséquence, les associations micro biennes ne sont souvent pas le fruit du hasard mais au
contraire organisees en entérotypes (Doré et al., 2010 ; Arumugam et al., 2011 ; Faust et
al., 2012).

L'équilibre écologique de chaque niche est variable. L'écosysteme du c6lon est le
plus abondant et celui renfermant la plus grande biodiversité (chacun d'entre nous.
hébergeant plus de 100 especes de bactéries coliques). (Doré, 2010).

Quand on examine les selles au moyen de marqueurs moléculaires tres spécifiques
d'espéces ou de souches, on constate que chacun d'entre nous posséde un microbiote qui lui
est propre, c'est-a-dire qu'il differe suffisamment de celui d'autres étres humains pour étre
reconnu. Les analyses de composition de microbiote couplées aux outils biostatistiques
montrent que le microbiote de jumeaux difféere moins que celui de deux apparentés non
jumeaux, eux-mémes moins différents que ceux de sujets non apparentés (Doré, 2010). Les
roles de facteurs génétiques et d'environnement sont donc évidents et non mutuellement

exclusifs.
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Figure 01. Composition du microbiote intestinal. (Kapel et al. 2014).
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1.3 .Variation du microbiote au cours du temps

L’ensemble des micro-organismes présents tous le long du tractus digestif est appelé
microflore intestinale. Sa subsistance est assurée par nos résidus alimentaires, nos sécrétions
ainsi que par la desquamation des tissus (Corthier, 2007). Chaque individu a une flore
spécifique qui lui est propre et stable au cours du temps mais il n’est pas le méme aux ages

extrémes de la vie (nouveau-né et personnes agées). (Figure 2)
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Figure 02. Evolution de la flore fécale au cours de la vie humaine (Corthier,
2007).

1.3.1 Nouveau-né, Implantation

Le tractus digestif du nouveau-né a la naissance est dépourvu de micro-organismes. Il
est appelé axénique. La colonisation débute dés 1’accouchement et le niveau de population
bactérien atteint rapidement 1011 bactéries par gramme de selles. Cependant cette
colonisation reste controlée, en effet des équipes frangaises d’immunologie ont mis en
évidence la présence d’un systéme immunitaire primaire innée chez le nourrisson qui
permet de réguler la mise en place du microbiote intestinal pour éviter la prolifération

d’agents pathogénes (Manus, 2011).

1.3.2 Cinétique d’implantation

En raison de la teneur élevée en oxygene initialement présente dans l’intestin du
nouveauné, les premieres bactéries implantées sont des organismes anaérobies facultatifs :
Les Entero- bacteriaceae (notamment Escherichia coli), les Enterococcus et les

Staphylococcus (colonisation 24 a 48h apres la naissance). (Campeotto et al., 2007).
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Ces bactéries dont le niveau atteint rapidement 109-1010 UFC/g de contenu colique
vont consommer progressivement 1’oxygéne du tube digestif permettant I’implantation par
la suite des genres anaérobies stricts (Bifidobacterium, Clostridium, Bacteroides) mais aussi
des Lactobacillus et microaérophiles. Ainsi rapidement le potentiel redox devient négatif et
inhibe a son tour le niveau d’implantation des genres aérobies (Campeotto et al., 2007).

De nombreux éléments vont influencer cette cinétique de colonisation et la

composition de la microflore intestinale du nouveau-né (Figure 3) :

Mode accouchement
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Figure 03. Composition de microflore intestinale du nouveau-né (Matamoros et
al., 2013).

1.3.2.1 Mode d’accouchement
Un accouchement par voie naturelle favorise le contact du nouveauné avec la flore de sa
mére (flore vaginale et fécale), la naissance par césarienne favorise les interactions avec les
bactéries de I’environnement (air, personnel hospitalier). Les nourrissons nés par césarienne
ont un développement des bactéries anaérobies strictes plus tardif (Bifidobacterium et
Bacteroides) (Campeotto et al., 2007).
1.3.2.2 Environnement
Les conditions d’hygiéne entourant un accouchement Influen- cent directement
I’implantation de cette microflore. Ainsi la flore intestinale des nouveau-nés dans les pays
en développement va différer de ceux des pays développés. En condition d’hygiéne stricte,
nous avons réduction de 1’exposition du nourrisson a la flore de sa mére ainsi un retard de

colonisation par les bactéries anaérobies strictes est constaté (Matamoros et al., 2013).
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1.3.2.3 Type d’alimentation
En comparant la cinétique de la microflore intestinale de nouveau-nés nourris au lait
maternel et au lait industriel, il a été montré que les genres anaérobies facultatifs
(Enterobacteriaceae) étaient prédominants chez les enfants nourris au lait industriel tandis
que les genres anaérobies stricts telles que les Bifidobacterium et Bacteroides sont tres
présents (flore dominante) chez les enfants nourris au lait maternel dans les premiers jours
de la vie. Cependant, ’amélioration des formules de lait infantile tend a faire baisser cet

écart. (Moreau et al., 1986).

1.3.2.4 Antibiothérapie
Les conséquences sur la flore totale du nourrisson ne sont pas tres bien connues mais il
a été montré que I’antibiothérapie pouvait entrainer une sélection des bactéries résistantes a
I’antibiotique ou/et une modification de la flore de barri¢re (diminution de la flore anaérobie
bénéfique laissant place aux bactéries anaérobies facultatives potentiellement
pathogénes).Ce phénomeéne se retrouve soit par effet direct : chez Les nourrissons traités
par antibiothérapies ou par effet indirect : chez les femmes enceintes soumises a

I’antibiothérapie précédant la période de naissance de leur enfant (Langhendries, 2008).

Dés qu'une alimentation semi-solide est introduite, la différence qui existait entre les
enfants nourris au sein et ceux nourris avec du lait industriel pour nourrisson s'estompe
(Stark et Lee, 1982).

L’équilibre de la flore intestinale est atteint au bout de la 2éme ou 3éme année de la vie
et dés que I’alimentation devient variée, elle se rapproche de celle de I’adulte. (Stark et

Lee, 1982).

1.3.3 Adulte / Composition de la microflore intestinal

Le microbiote n’est pas distribuée de fagon homogene, sa composition varie tout au

long du tractus et se densifie de I’intestin gréle au colon (Figure 4).
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Figure 04 . Répartition bactérienne dominante (Isolauri et al., 2004).

\

L’estomac héberge peu de bactéries (101 a 103 UFC/g de contenu) en raison de
I’environn- ement acide empéchant la survie de ces derniéres. Au niveau des segments de
I’intestin gréle, nous retrouvons 104 a 107 UFC/g. En effet le transit intestinal étant
relativement rapide dans ces régions, les micro-organismes n’ont pas le temps de s’y
implanter. C’est au niveau du célon qu’on retrouve la plus forte concentration bactérienne
(1012 UFC/g) car le transit y est fortement ralenti permettant la colonisation du milieu par
les micro-organismes mais aussi un potentiel redox bas laissant place a la multiplication des
bactéries anaérobies strictes. Le cdlon est la seule zone du tractus digestif qui est colonisée
de facon permanente par une flore résidente. (Service médico-scientifique Pileje, Le
microbiote intestinal dans tous ses états, tiré a part documentation Pileje), (Goulet, 2009).

La recherche traditionnelle de micro-organismes par la culture in vitro est aujourd’hui
délaissée car seulement 30 % du microbiote intestinal est cultivable (Moore et Holdeman,
1974).

Les outils moléculaires ont permis une meilleure caractérisation de cette flore et
permettent de dire que 80% des especes bactériennes dominantes dans le microbiote fécale

sont specifiques de cet individu.
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L’analyse des genres bactériens ou des groupes phylogénétiques permettent cependant
d’identifier des groupes dominants chez tous les individus.

L’étude de la flore intestinale direct chez I’Homme est difficile, c¢’est pourquoi la flore
fécale a été la plus étudiée pour essayer de caractériser dans son ensemble cette flore
intestinale mais elle ne reste qu’informative. Cette flore fécale est caractérisée par une flore
dominante anaérobie stricte et une flore sous-dominante aéro-anaérobie facultative. Parmi
cette flore, 3 phyla dominants ressortent : Firmicutes, Bacteroidetes et Actinobacteria et 1
phylum sous-dominant, les Proteobacteria. Leurs différentes caractéristiques sont les
suivantes :

1.3.3.1 Firmicutes

(Gram positif) est toujours fortement representé (14 a 31 % des bactéries totales).

Il est composé de 6 genres bactériens :

» Clostridia : Bacilles Gram positifs anaérobies strictes souvent sous forme sporulé et
généralement mobiles via des flagelles. Il comporte de nombreux genres comme les
Clostridium surtout présents dans le sol (Clostridium butyricum) mais certains sont
pathogeénes pour I’Homme comme Clostridium difficile (Kee, 2012) et C.perfringens
(Redondo et al., 2013) qui sont responsables de nombreuses infections graves associées aux
soins hospitaliers provoquant de graves diarrhées. La capacité a sporuler de Clostridium
rend difficile son éradication du fait de sa résistance aux traitements chimiques et physiques
(Setlow, 2007). Il comprend également les genres Ruminococcus, majoritairement présentes
dans l’intestin humain (R. flavefaciens) et récemment certains Ruminococcus ont été
reclassé dans un nouveau genre de la classe des Clostridium nommé Blautia (Liu et al.,
2008).

»  Enterococcus spp.: Coques Gram positives, non sporulés, aéro-anaérobies facultatives
dont les 2 principales espéces sont Enterococcus faecalis et Enterococcus faecium chez
I’Homme., Il existe des effets bénéfiques d Enterococcus faecium car elle inhibe la
croissance des germes pathogenes d’origine alimentaire dans 1’organisme et elle est
maintenant utilisée comme probiotique pour prévenir les infections intestinales (Giraffa,
2003). Mais c’est aussi un pathogéne opportuniste a 1’origine de nombreuses infections
intestinales (Fisher et Phillips, 2009).

»  Streptococcus spp.: Coques Gram positif, non sporulés, aéro-anaérobies facultatives. Elle
rassemble un large panel de micro-organismes qui sont commensales (Streptococcus

salivarius), saprophytes (S.thermophilus) et pathogenes (S. pyogenes). lls sont reconnus
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également pour leurs propriétés bénéfiques avec leurs utilisations en tant que probiotique
(S.thermophilus) (Corthier, 2013).

» Eubacterium : Groupe hétérogéne a bacilles Gram positifs, anaérobies strictes non
sporulantes. La plupart des bactéries de ce groupe ont une croissance lente, fastidieuse et
géneralement non réactive aux tests biochimiques les rendant difficile a cultiver et a
identifier (Downes, 2001). Elles sont retrouvées fréquemment dans la cavité buccale et
intestinale (notamment Eubacterium lentum). Elles peuvent étre responsables d’infections
dentaires (Eubacterium yurii) mais aussi intestinales provoquant des endocardites
infectieuses (Colinsella aerofaciens). (Corthier, 2013).

» Lactobacillus spp. : Bactéries Gram positives, aéro-anaérobies facultatives qui sont
capables de convertir le lactose en acide lactique. Commensales, elles se retrouvent
principalement dans le vagin et le tractus intestinal. Elles sont fréqguemment utilisées en
tant que probiotiques pour leur effet protecteur vis a vis des pathogénes de la flore
intestinale afin de lutter par exemple contre les diarrhées chez le jeune enfant (Reinert et
al., 1997).

> Peptostreptococcus spp. : Coques Gram positifs, anaérobies strictes, non sporulantes.
Elles font parties de la flore commensale de ’'Homme et des animaux et sont
généralement associées a plusieurs types d’infections humaines liées notamment a
Peptococcus Magnus (Bourgault et al., 1980).

1.3.3.2 Bacteroidetes

Représentés par les genres apparentés a Bacteroides (Bacteroides, Prevotella et
Porphyromonas). Ce sont des bacilles Gram négatifs, non sporulants et anaérobies stricts,
associees parfois a des infections humaines. Bacteroides fragilis est le pathogene
opportuniste le plus fréquent parmi les especes du genre (Liu et al., 2003).

Dans le colon, ils sont toujours présents et partagent la dominance avec le groupe
précédent (9 a 42 % des bactéries totales suivant les études).

1.3.3.3 Actinobacteria

moins systématiquement détecté en dominance mais il représente en moyenne quelques
pourcents des bactéries totales. On y trouve les Bifidobacterium (0,7 a 10 %) : Bacilles
Gram positifs, anaérobies stricts. L’espéce Bifidobacterium bifidum est la plus représentée
dans le tractus digestif et est considérée comme un probiotique pour son maintien de
I’équilibre microbien en évitant la prolifération de bactéries pathogénes (Germond et al.,

2002) .
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1.3.3.4 Proteobacteria
Représentées par les Enterobacteriaceae et sont en quantité moindre dans le microbiote
fécal (0,4 a 1%). Ce sont des bacilles Gram négatifs, aéro-anaérobies facultatifs, non
sporulants. Elles sont commensales de I’intestin de I’Homme et des animaux et constituent
la majorité de la flore digestive aerobie. Le genre est représenté a 80% par Escherichia coli
dans D’intestin humain. Elles peuvent étre pathogenes et provoquent dans la plupart du
temps des diarrhées (Kurakawa et al., 2013) .

1.4 . Fonctions du microbiote intestinal

Les micro-organismes exercent des effets a la fois directs dans 1‘intestin (par exemple
du fait de leurs capacités enzymatiques), mais aussi indirects car leur présence est détectee
par des Récepteurs des cellules de 1°hote qui alors adapte sa physiologie (ceci pouvant
désormais s‘étudier en observant les expressions de génes de 1°hdte aprés exposition a des

micro organismes) (Dor¢ et al., 2010).
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Figure 5. Rdle du microbiote intestinal

(BIOCODEX https://www.biocodexmicrobiotainstitute.com/intestinal)

Les fonctions des micro-organismes sont souvent communes a des phylums ou des
groupes mais peuvent aussi au contraire étre parfois restreintes a des espéces, voire
seulement a certaines souches. Par exemple, la production de méthane est le fait des seuls
Methanobrevibacter. De méme, seules certaines souches de Clostridium difficile sont
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toxinosécrétrices (et alors pathogénes) et seules certaines souches de Bifidobacterium

bifidum ou de Saccharomyces cerevisiae ont des propriétés probiotiques. (Marteau, 2017).

Tableau 01 . Effets et fonctions du microbiote intestinal (Marteau, 2017).

Effets et fonctions du microbiote intestinal.

Exclusion compétitive
Modulation des défenses innées
Immunomodulation locale et systémique

Syntheses
Dégradations
Transformations

Du systéme immunitaire
Des cellules épithéliales

Transit intestinal
Sensibilité viscérale
Au niveau central (axe intestin-cerveau)

1.4.1 Effet de barriére et fonctions immunitaires

Le microbiote de l‘intestin joue un role de barriére protectrice contre des pathogenes
ingérés ou présents en quantité tres faible dans l‘intestin comme l‘avait fait tres tot
suspecter, la fréquence des infections d‘origine intestinale au cours des traitements le
désequilibrant. Un excellent exemple est la fréquence des infections a Clostridium difficile
quand une antibiothérapie altere le microbiote endogéne dominant. Plusieurs mécanismes
participent a cet effet :

*Exclusion compétitive de micro-organismes entre eux (en consommant les mémes
substrats, occupant les mémes sites d‘adhésion, ou sécrétant des métabolites comme des
acides ou des bactériocines) ;

*Stimulation des défenses innées ou immunomodulation avec renforcement des
sécrétions de défensines ou d‘immunoglobulines par exemple ;

*Modulation de la sécrétion du mucus. Les cellules humaines ont en effet des
récepteurs a de nombreuses molécules microbiennes (familles des toll like receptors et des

nod like réceptors) qui reconnaissent des signaux microbiens des micro-organismes
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pathogénes et non pathogeénes et régulent les réactions inflammatoires et immunes, via entre
autres la voie nuclear factor-kappa B (NFB). Des travaux expérimentaux et des études
cliniques randomisées (CNGOF, 2017).

Chez 1‘'homme ont montré que la fonction de barriére peut étre renforcée par des
micro-organismes exogenes thérapeutiques. Par exemple, Saccharomyces boulardii diminue
le risque de rechute de Clostridium difficile.

Outre ses propriétés de barriere, le microbiote intestinal joue un réle fondamental
dans le développement et la maturation du systeme immunitaire. La découverte de cette
fonction essentielle vient de 1°‘observation des différences entre souris axéniques (élevés en
milieu stériles et donc dépourvues de microbiote) et souris conventionnelles (élevées en
animalerie classique) (CNGOF, 2017).

Les souris axéniques présentaient de nombreuses anomalies au niveau du systeme
immunitaire intestinal : hypoplasie des plaques de Peyer, diminution des lymphocytes intra-
épithéliaux, déficit en certaines populations lymphocytaires T, diminution de la sécrétion
intestinale d‘IgA, de la concentration d‘immunoglobulines sériques et de la production de
cytokines. Mais le plus intéressant est que ces anomalies ne se cantonnaient pas au systéeme
immunitaire intestinal, puisqu‘on observait dans la rate et les ganglions lymphatiques des
zones lymphocytaires atrophiées. Par ailleurs, quelques semaines aprés 1‘inoculation du
microbiote de souris conventionnelles a ces souris axéniques, 1‘ensemble de ces anomalies
disparaissaient. Au-dela de ces observations sur les fonctions globales du microbiote, il
semble que certaines espéces bactériennes aient des propriétés spécifiques (CNGOF, 2017).

L‘homéostasie intestinale est notamment sous la dépendance d‘un équilibre entre les
lymphocytes Teffecteurs (Th17 principalement) et les lymphocytes T régulateurs (Treg). Il a
récemment été montré que certaines bacteéries stimulent particulierement les populations
Th17 intestinales alors que d‘autres stimulent les Treg par 1‘intermédiaire des acides gras a
chaines courtes quelles produisent. Elles participent ainsi au maintien de 1‘homéostasie

intestinale (CNGOF, 2017).

4.2 Fonctions métaboliques :

Les micro-organismes du microbiote peuvent exercer dans l‘intestin de nombreuses

fonctions de dégradations, transformations ou syntheéses.

1.4.2.1 Fermentation :
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La fermentation microbienne a lieu physiologiquement dans le célon. Les fibres et
substrats glucidiques complexes indigestes sont transformés en oses (sucres simples) par des
bactéries saccharolytiques, puis les oses sont fermentés en acides gras a courte chaine et en
gaz (hydrogéne, gaz carbonique) eux-mémes soit transformés (par exemple en méthane),

soit absorbes par la lumiere colique (Figure 6) (Clin, 2010).

Microbiote
fibrinolytique

Microbiote Mkmlilote

fibrinolytique glycolytique
Microbiote

Produits intermédiaires hydrogénotrophe
de fermentation
(sucdinante, lactate...)

co2 S04 H2 CH4  SH2

Figure 06 : Fermentation des sucres (indigestes) par le microbiote colique
(Clin, 2010).

Les acides gras a courte chaine ont des propriétés spécifique (Tan, 2014). Par
exemple, le butyrate a des effets trophiques coliques et immunomodulateurs. Lepropionate
absorbé module la production hépatique de cholestérol.Au total, ce processus fermentaire
produit des gaz (qui peuvent en excés étre malolérés) mais aussi permet un degré de
récupération énergeétique, de réduire la charge osmotique colique (et donc le risque de
diarrhée) et de nourrir les colonocytes.

Les proportions d‘acides gras a courte chaine et gaz produits different en fonction des
substrats, certains étant par exemple plus bifidigénes et plus butyrogenes que d‘autres (FOS,
nuline). La fermentation a lieu préférentiellement dans le colon droit et il reste souvent peu
de substrats d‘origine alimentaire a fermenter dans le colon distal, ce qui pourrait expliquer
la fréquence accrue de certaines maladies comme le cancer et la rectocolite hémorragique

dans le rectosigmoide. (Tan, 2014).
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1.4.2.2 Transformation des acides biliaires et divers xénobiotiques

Beaucoup de substances endogenes ou exogenes sont conjuguées dans le foie a diverses
molécules hydrophiles, ce qui augmente leur amphiphilie. Les acides biliaires glyco-, tauro
ou sulfoconjugués sont plus solubles dans la bile, plus émulsifiants dans 1‘intestin gréle et
moins absorbables a ce niveau. Leur déconjugaison (ou celle d‘autres substances) par
certaines bactéries du microbiote augmente leur liposolubilité, ce qui les rend beaucoup plus
absorbables par la muqueuse colique et permet leur circulation entérohépatique. Ceci illustre
¢galement la fréquente situation de « cométabolismes » par le microbiote et 1°hote.
(Louis,2014).

Les acides biliaires primaires sont aussi déshydroxylés en acides biliaires secondaires
qui sont suspectés d‘augmenter la cancérogenése du colon. ( Louis, 2014).

La bilirubine est transforméepar les bactéries en stercobilinogene, ce qui explique la
couleur des selles ; en cas de diarrhéemotrice, le microbiote n‘a pas le temps d‘effectuer
cette transformation et les selles restentjaunes. ( Louis,2014).

1.4.2.3 Autres

La dégradation des protéines (putréfaction) aboutit entre autres a la production
d‘ammoniaque. Parmi les activités de synthése du microbiote colique, on peut citer celles
des vitamines B9 et K (1‘antibiothérapie est une cause de carence en vitamine K) mais aussi

celles d*agonistes de 1‘acide gamma-a minobutyrique (GABA) (Barrett, 2012).
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Figure 07. Differentes fonctions du microbiote intestinal (LANDMAN et al., 2015).
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Le microbiote intestinal agit sur notre santé en exercant des fonctions bénéfiques.
Cependant, si un microbiote intestinal équilibré est un signe de bonne sante (figure 7), il est
aujourd’hui clairement établi que le microbiote intestinal joue un role dans certaines
pathologies notamment celles du systeme digestif (cancer colorectal, maladies
inflammatoires chroniques de I’intestin) mais également dans les cas d’obésité et
d’autisme (LANDMAN et al., 2015).

1.4.3 Effets trophiques et sur la motricité

Les animaux élevés sans germe (dans des contextes d‘expérimentations) ont une paroi
intestinale peu trophique, un systéme immunitaire local tres peu développé et des troubles
de la motricité. Des effets trophiques et moteurs de diverses bactéries intestinales et
probiotiques ont été observés dans des conditions expérimentales y compris chez 1‘homme
(Marteau, 2017).

1.4.4 Effets sur le systéme nerveux

De nombreuses études ont montré qu’il existe une interaction forte entre le cerveau et le
microbiote intestinal (aussi appelé flore intestinale). Cet axe cerveau-intestin est impliqué
dans différents troubles mentaux comme la dépression ou I’anxiété. Par ailleurs, 1’addiction
aux drogues est une maladie multifactorielle chronique du cerveau et un important probléeme
de santé publique dont les seuls traitements connus a ce jour sont peu efficaces. Par ailleurs,
peu de données sont aujourd’hui accessibles concernant le réle de 1’axe cerveau-intestin

dans les processus associés a I’addiction aux drogues. (Morgane, 2015)

Le docteur Morgane BESSON de D’Institut Pasteur s’associe a deux autres équipes
Pasteuriennes pour étudier dans des modeéles animaux la composition du microbiote
intestinal avant et apres exposition a differentes drogues, en particulier la nicotine, ainsi que
les modifications de perméabilités des barriéres gastro-intestinale et hémato-encéphalique
engendrées par ces substances. Elle examine également I’impact d’une altération du
microbiote intestinal sur 1’action de la nicotine dans le cerveau et sur un ensemble de
processus associés a la dependance a cette substance. Elle espére ainsi identifier les
mécanismes par lesquels le microbiote intestinal pourrait influencer la vulnérabilité a
I’addiction aux drogues. Cette étude, en permettant une meilleure compréhension des
implications potentielles du microbiote intestinal dans les phénomenes multifactoriels
d’addiction aux drogues, pourrait ouvrir la voie a de nouvelles aires thérapeutique pour

combattre ce fléau. (Morgane, 2015)
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|.5. Effect des facteurs alimentaires sur le microbiote intestinal

Lait maternel et lait infantile :La composition du lait maternel est naturellement riche en
bactéries commensales (Staphylocoques, Streptocoques et Bifidobactéries). Les nourrissons
allaités au sein présentent un microbiote riche en ces bactéries par rapport & Escherichia coli
et Clostridium difficile. La composition du lait infantile est proche de celle du lait maternel
mais les enfants qui se nourrissent par ce type possedent un microbiote complexe avec la
présence d’une faible quantité des Bifidobactéries et une domination des Bacteroides,
Clostridium et Staphylococcus (Frayssinhes, 2017).

L’alimentation de D’adulte :La composition initiale du microbiote tend vers la
disparition en fur et a mesure de la variation dans 1’alimentation et la flore intestinale
devient plus complexe et stable vers 1’age de 2-4 ans avec une augmentation en Bacteroides,

Enterocoques, et Streptocoques (Yatsunenko et al., 2012).
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Chapitre 11 Identification et caractérisation du microbiote intestinal

11.1. Méthodes culturales dépendantes :
11.1.2 Technique classique (culture sur milieux sélectifs)

Avant I’avénement des techniques moléculaires a bas puishaut débit basées
sur le séquencage de geénes universels, 1’étude du microbiote a été faite par la culture.
L’ensemble des flores commensales a été cartographi¢ pour aboutir & un schéma global
de relation entre site et espéces pré- sentes. Dans ce monde considéré comme fini,
puisque la culture était I’outil ultime de caractérisation des flores, il est apparu que ce
microbiote était sujet a variation méme dans des flores considérées comme relativement
simples telle la flore cutanée méme si les populations majoritaires de base se sont avérées
relativement stables d’un individu a I’autre (Bousbia et al., 2012). L’étude de flores plus
complexes comme la flore digestive ont permis de commencer a faire I’inventaire des
flores en présence avec la aussi des évidences sur la relation entre régime alimentaire-
origine géographique et composition de la flore digestive (Attebery et al., 1972). A cette
époque-la, la diversité du microbiote digestif était évaluée a environ 400 espéces
(Stojanovic et al., 2007).

Avec le recul, certaines limites pouvaient déja étre émises sur ces résultats. Tout
d’abord, il convient de retenir comme critique que ces études étaient pratiquées
essentiellement sur les selles et donc représentaient plutdt la flore colique alors que le
microbiote digestif va de la bouche a I’anus et que I’essentiel des phénomenes
métaboliques, notamment 1’absorption des nutriments, a lieu dans le jéjuno-iléon. Cette
critique reste encore vraie de nos jours et doit relativiser les récentes études démontrant
des corrélations entre maladies métaboliques (telle 1’obésité) et composition du
microbiote digestif étudié par métagénomique (Ley, 2010). L’autre limite majeure était
liée au faible nombre d’especes caractérisées et aux capacités limitées d’identification.
L’arrivée de I’identification et de la caractérisation des bactéries par séquencage du gene
de P’ARN16S ribosomique a ainsi été a I’origine d’une explosion du nombre d’espéces

bactériennes passant de 1 791 a 8 168 en un quart de siécle (Janda, 2007).

11.1.2 Méthode de la Cytomeétrie de flux

La cytométrie en flux (CMF) est une méthode d’analyse qui permet, a grande
vitesse (i.e., plusieurs milliers d’événements par seconde), de caractériser et compter des

cellules (ou des particules) en suspension dans un flux liquidien. (Zafrani et al., 2017).
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L’interaction de ces ¢léments avec la lumiére émise par une ou plusieurs sources
lumineuses (lasers en général) permet de caractériser les cellules selon différents critéres
tels que la taille ou la granularité, détectés grace a la diffusion de la lumiere, ou
I’expression de molécules de surface (souvent nommées CD pour cluster of differentiation)
généralement révélées par un compose fluorescent couplé a un anticorps monoclonal dirigé
contre le CD d’intérét. Il est également possible de détecter, apreés perméabilisation, des
molécules intracellulaires. Ainsi, la CMF permet de mesurer individuellement (i.e., pour
une cellule donnée) et simultanément plusieurs parametres sur chaque cellule au sein d’une
population hétérogéne. Les éléments cellulaires doivent étre en suspension pour étre
analysés par CMF (sang, liquide de ponction...). L’analyse de tissus cellulaires est
possible, ceux-ci doivent alors étre préalablement dissociés pour étre mis secondairement
en suspension. Pour I’analyse d’un échantillon de sang total par exemple, les globules
rouges doivent étre dans un premier temps lysé a I’aide d’un tampon de lyse. Les cellules
sont centrifugées une premiére fois puis incubées avec 1’anticorps d’intérét a 4°C a ’abri
de la lumiere pendant une durée de 15-30 minutes. Un tampon spécifique est ajouté pour
arréter la réaction et la suspension cellulaire est centrifugée. Deux a trois lavages sont
ensuite effectués avant 1’analyse. Pour un marquage de surface, la durée d’expérimentation
est en général d’environ 1h. Un cytometre de flux comporte plusieurs systéemes :

e Systeme fluidigue pour introduire, canaliser les cellules et les amener au niveau du

laser. Les cellules en suspension sont introduites dans une veine liquide sous pression
(liquide de gaine) qui aura pour effet d’aligner et espacer les cellules en vue de
I’analyse

e Systéme optique qui se compose de lasers et de filtres pour exciter, détecter et

amplifier les différents signaux émis (miroirs dichroiques, photomultiplicateurs) ;

un systeme électronique pour convertir les signaux optiques (photons) en des
signaux électroniques (volts).

Les signaux sont ainsi récoltés par des photomultiplicateurs, afin d’étre
amplifiés, numérisés et stockés dans un ordinateur ;

+ Systéme informatique pour visualiser ces signaux.

Le principe genéral est schéematisé sur la Figure 8. La longueur d’onde d’un laser
permet d’exciter 4 & 5 fluorochromes qui auront des spectres d’émission différents.
En géné- ral, les cytometres disposent de trois lasers ce qui offre, en plus de
I’information sur la taille et la granularité, la possibilité d’obtenir simultanément une

dizaine de parametres pour une cellule donnee. (Zafrani et al., 2017).
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Il est a noter que certains cytometres dédiés a la recherche possédent une dizaine
de lasers et permettent 1’analyse simultanée de plus de 30 paramétres. Afin de limiter
I’inconvénient des chevauchements de spectres optiques issus de multiples sources
lumineuses, de nouvelles approches par cytométrie de masse ont émergé. Les anticorps
de détection sont alors couplés a un meétal (isotopes de transition naturellement absents
dans les produits biologiques). Les cellules sont analysées dans un flux liquidien
identique a la CMF mais la révélation des marquages se fait par spectrométrie (Zafrani
et al., 2017).

Figure 08. Principe général de la cytométrie en flux.

Les cellules en suspension dans un flux liquidien passent une a une dans un faisceau
laser. La diffusion physique de la lumiere émise par la source lumineuse est dépendante
de la taille et de la granularité cellulaire (contenu en granule, structure plus ou moins
segmentée du noyau). Stimulation, pas de detection de TNF). Hv représente 1’énergie du
photon (en Joules) ou h est la constante de Planck et v la fréquence de 1’onde
électromagnétique associée au photon considéré. PMT : photomultiplicateur (Zafrani et
al., 2017).
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11.2. Méthodes cultura les indépendantes

Il existe une réelle diversité bactérienne autant quantitative que qualitative au
niveau du systeme digestif. L’¢étude de cette diversité n’est pas simple et les techniques
classiques de mise en culture ne permettent pas la mise en évidence de la totalité des
especes présentes. On estime que 60% de la microflore colique dominante de I’homme
n’est pas cultivable (CINQUIN, 2005).

Ces dernieres anneées, avec le développement de nouvelles techniques de biologie
moléculaire, la représentation du microbiote intestinal devient de plus en plus proche de
la réalité. Ceci a bien évidemment un cotit. Ces nouvelles techniques d’identification sont
basées sur la séquence de génes et non plus seulement sur des caractéristiques
morphologiques et métaboliques telles que sont la coloration de Gram, la fermentation

des sucres ou encore la présence d’enzymes spécifiques. (CINQUIN, 2005).

11.2.1 Métagénomique

La métagénomique consiste a analyser I'ADN génomique d'une communauté
microbienne dans son ensemble. En d'autres mots, c'est une approche basée sur I'isolation
directe de I'intégralité des acides nucléiques présents dans un échantillon prélevé dans un
environnement donné, et ceci sans aucun isolement ou culture de microorganismes au
préalable (Handelsman, 2004 ; Simon & Daniel, 2011). Le préfixe « méta » qui en grec
veut dire littéralement « au-dela », induit une distinction majeure entre les termes «
métagénomique » et « génomique », ce dernier représentant I'étude de I'ADN génomique

issu d'un seul microorganisme ou d'une cellule unique (Gilbert & Dupont, 2011).

23



Chapitre 11 Identification et caractérisation du microbiote intestinal

Extroctonfanphficatian |

I,/f | lewarnsis des enprens |E‘n| r/" Irwerssie des gines |H\"|

- AR 155 {LE5) Aralpse | Prétstinn | Délimitatian de |
= Peeteings nea L
redafdnpl e Pisd ik ifi A S
&
» Campedition en based Tri
« Rettachement & dei [= Binnig =]
SEfmEfenel ANEIEED
I | - | a Qe eddina
1 = Geted pukatils
:;:.:::uﬁﬂu Aserrhlsge | Eiiipratan » Gkaet bpzathitiues
AT — di piaTied | Tameticanslls = POFEETE e
= 20 Eafc vl

N AN | =
! !

Mitepénomique compomtive

Co-occurmemnces
Comparzisans inter-microbintes
Correlotians =ntre metodonnses

Dés=ction d= hinmargueurs

Figure 09. Analyse métagénomique de microbiote (Jean Weissenbach, 2016).

Dans un premier temps le microbiote d’intérét est soumis a une extraction de I’ADN.
L’ADN métagénomique obtenu peut étre soumis a une étape d’amplification, pour
augmenter les quantités disponibles. Il est ensuite séquencé par une méthode de nouvelle
génération (en général). Les lectures obtenues sont souvent de taille treés courte (100 pb,
paires de bases). Les données brutes obtenues sont alors examinées par des procédures de
controle qualité puis traitées a 1’aide de logiciels capables de produire différents types
d’analyses visant a déterminer le contenu en espéce (analyse taxonomique) ou en genes
(analyse fonctionnelle). Les principaux logiciels d’analyse taxonomique vont identifier

les fragments d’intérét et les comparer a des collections de séquences de référence.
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Les génes de références utilisés sont principalement et trés majoritairement les genes
qui encodent les ARN ribosomiques qui permettent une assignation a une espece, un
genre ou un phylum. Si on souhaite une analyse plus fine, on inclut des comparaisons a
des genes marqueurs présents en simple copie par cellule (par exemple ceux codant les
protéines ribosomiques) ou qui sont spécifiques d’un groupe phylétique (c’est-a-dire
spécifiques des espéces d’un méme phylum). On peut allonger la longueur des fragments
d’intérét sélectionnés en procédant a 1’assemblage des lectures correspondantes (Jean
Weissenbach, 2016).

Ces analyses débouchent sur I’identification des séquences de référence
phylogéné-tiquement les plus proches. Elles peuvent étre complétées par le
positionnement des séquences analysées dans un arbre phylogénétique. Cette premiere
analyse donne une idée sur I’identité et le groupe taxonomique de la séquence
considérée. Une idée plus précise de I’appartenance a un groupe taxonomique peut &tre
fournie par le « binning », un tri souvent basé sur la composition nucléotidique des
fragments analysés. Il existe aussi des méthodes de tri qui utilisent d’autres stratégies.
Pour augmenter la puissance des analyses, il est important de travailler avec les
séquences les plus longues possibles et donc de procéder a des assemblages de séquences
recouvrantes colinéaires préalablement a d’autres traitements. Mais, inversement,
certains de ces traitements, comme le tri préalable, peuvent eux aussi augmenter la
qualité des assemblages (Jean Weissenbach, 2016).

Les choix stratégiques sont donc parfois délicats. Il existe de nombreux
programmes d’assemblage de métagénomes dont les performances peuvent é&tre
différentes en fonction de la nature des données utilisees. Les traitements des inventaires
« fonctionnels » des métagénomes sont en général les mémes que ceux utilisés pour les
génomes. lls se pratiquent surtout sur les séquences assemblées. Traitements généraux
(en ocre). Traitements « taxonomiques » et « fontionnels » (en vert). Méthodes ou
ressources utilisées dans les traitements « taxonomiques » (en bleu). Résultats des
traitements (en rouge) (Jean Weissenbach, 2016).

Fonctions communes. Une grande partie de celles-ci concerne le métabolisme
central et intermédiaire. Mais ceci n’est pas une surprise. Un systeme biologique, méme
rudimentaire doit disposer d’un degré minimal d’autonomie pour Se maintenir et se
reproduire. L’obtention de ce type de résultats a mobilis¢ des ressources qui semblent
démesurées par rapport a leur signification. Certes, sans le secours de la bio-

informatique, il eut été impossible de procéder a des analyses efficaces des données de
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métagénomique. Mais, méme si elle fait sens, et elle le fait, la grande force de la bio-
informatique reste la prédiction du prévisible (Jean Weissenbach, 2016).

C’est plutdt au niveau de fonctions, déja partiellement connues, qu’on note des
progres. Ainsi a-t-il été possible d’analyser en profondeur certaines fonctions majeures
du microbiote du c6lon comme la digestion des polysaccharides (EI Kaoutari et al.,
2014).

De méme, des résultats parlants avaient été obtenus pour des microbiotes de
processus environnementaux déja largement étudiés et relativement compris. Ceux-ci
concernent, par exemple, le traitement des eaux ou se produisent des étapes majeures de
la minéralisation de substrats organiques dans le déroulement des cycles du carbone, de
I’azote et du phosphore. De nouvelles étapes de ces cycles, comme le processus
anammox (anaerobic ammonium oxidation) (Jetten et al., 1998), ou I’oxydation
anaérobie du méthane ( Ettwig KF et al.,2010 ) , avaient été décrites ces dernieres
décennies et leurs acteurs microbiens en partie identifiés. Les approches moléculaires ont
cependant permis d’identifier certains génes clés jusque-la inconnus.

Apreés 25 ans de génomique et 15 ans de métagénomique, la fraction des génes
connus au sein d’un génome procaryote n’a guere progressé et se situe toujours autour du
tiers. Pour un second tiers il est possible de proposer une fonction vraisemblable. Quant
au dernier tiers, il est constitué de genes hypothétiques, sans fonction connue, se
subdivisant en genes conservés et non conservés. Avec ’accumulation de nouvelles
séquences, certains genes hypothétiques se révelent étre conservés alors que de nouveaux
génes hypothétiques sont prédits. (Ettwig KF et al., 2010), Toutes ces conclusions
s’appuient sur ’utilisation des banques de données de séquence qui s’enrichissent sans
discontinuer mais sont fortement biaisées par une surreprésentation des séquences
provenant de génomes de pathogénes dont I’essentiel se restreint, de surcroit, a 3
phylums bactériens (Kyrpides, 2009). On note a I’inverse une sous-représentation des
especes environnementales et plus généralement un biais en faveur des cultivables
(Lagier, 2016).

Le séquencage a montré maintes fois que la fraction des genes inconnus est plus
élevée dans les especes non cultivees. Comme dans toute analyse de génomes, le résultat
final débouche sur une double frustration : d’une part I’empilement de plus en plus
démesuré de représentants additionnels de fonctions connues, notamment les plus
¢tudiées et les plus universellement distribuées dans le vivant et, d’autre part,

I’accroissement et I’¢largissement inexorables des collections de geénes codant des

26



Chapitre 11 Identification et caractérisation du microbiote intestinal

fonctions inconnues. Les courbes de dénombrement de nouveaux genes commencent

cependant a tendre vers un plateau (Li J et al., 2014).

11.2.2 PCR (Polymerase Chain Reaction)

11.2.2.1. Principe
La PCR est une suite de cycles, qui se répétent en boucle, comportant chacun trois

paliers de température. De plus, chacun de ces paliers est caractérisé pas une réaction

chimique distincte. En moyenne une PCR comporte entre 20 et 40 cycles. (Asensio,

2007).
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Figure 10. Protocole de la méthode PCR (Pédagogie, Gnis.2013)

La figure 10 nous représente le protocole de cette méthode. Il s’agit d’ajouter a
I'ADN a amplifier des amorces spécifiques du segment d'ADN voulu, de I'ADN
polymérase et un mélange des quatre désoxyribonucléotides constitutifs de 'ADN. Tous

sont ajoutés en large exces par rapport a I'ADN). (Ingénierie éducative, Réseau

lyonnais 2013).
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11.2.2.2 Acteurs de la PCR

1. ADN_: Avant la réaction de PCR, I’ADN est extrait a partir de 1’échantillon que
I’on veut analyser (salive, cheveux, cellules, fossile...). Puis, cet extrait purifié en ADN,
contenant le fragment d’ADN que 1’on souhaite amplifier, peut étre utilis¢ en PCR.
(Asensio Gil L, 2007).

2. Deux amorces :_Ce sont des fragments courts d'’ADN, capables de s'hybrider de
facon spécifique, grace a la complémentarité des bases, sur I’un des deux brins d'ADN
Les amorces sont choisies de facon a encadrer la séquence d'/ADN a amplifier. La taille
de ces amorces est généralement d’une vingtaine de désoxyribonucléotides. De plus, les
amorces sont en trés forte concentration par rapport a celle de ’ADN a amplifier.
(Asensio Gil L, 2007).

3. DésoxyriboNucléotides-Tri-Phosphates (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) : Les dNTPs
(Désoxyribonucléotides-Tri-Phosphates) sont des molécules de base, qui constituent
I’ADN, utilisés par la Taq polymérase pour la synthése du nouveau brin d’ADN
complémentaire. (Asensio Gil, 2007).

4. Enzyme, Taq polymérase : L’enzyme utilisée est une polymérase, c'est-a-dire
qu’elle peut synthétiser un nouveau brin d’ADN a partir du brin d’ADN matrice apres
s’étre fixée a une amorce. (Asensio Gil , 2007).

5. Milieu réactionnel Le milieu réactionnel de la PCR comporte I’ADN a amplifier,
les dNTPs, les deux amorces, la Taq polymérase, un tampon et des ions magnésium
(MgCl2). Ces deux derniers composants définissent un milieu avec un pH optimal et une
concentration saline optimale pour le bon fonctionnement de 1’enzyme. (Asensio Gil,
2007).

Tag polymérase

'?D N de. (polymérase active a des
I\echantlllan températures élevées)
a tester /

. 5 Nombreus
cilp.p. Un couple d'amorces soxyribonucleoti

specifigues de la séquence

H ﬁ d'ADN recherchée, présent
en de nombreux exemplaires

Figure 11. Acteurs de la PCR (Asensio Gil , 2007).
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11.3. Comparaison culturomique-métagénomique 16S

Le plus fascinant avec les résultats obtenus en culturomique, c’est non seulement
I’importance de la diversité observée, avec notamment I’isolement d’especes jamais
isolées dans le tube digestif et surtout d’espéces ou genres complétements nouveaux,
mais aussi le faible recouvrement observé avec 1’analyse du méme microbiote par la
métagénomique 16S. Dans le premier travail, 212 conditions de culture ont été utilisées
et 32 500 colonies bactériennes analysées (Lagier et al., 2012). Par cette méthode, 340
especes appartenant a 117 genres ont été identifiées. Parmi celles-ci, 174 especes
n’avaient jamais ¢été décrites dans le microbiote humain, dont 31 représentaient de
nouvelles espéces. L’analyse de la méme selle par métagénomique 16S a permis
d’identifier 698 phylotypes dont 282 especes déja connues mais surtout un recouvrement
de seulement 51 espéces avec ’étude en culturomique. Cette étude princeps a ainsi
montré pour la premiére fois qu’une approche culturomique devait absolument étre
associée a une étude métagénomique si le but est d’étudier la diversité microbienne et
non pas de faire I’inventaire des populations dominantes. L’étude ultérieure réalisée sur
la selle d’une patiente atteinte d’anorexie mentale a confirmé ces données (Pfleiderer et
al., 2013). En effet, I’étude culturomique sur cette selle aprés avoir testé 12 700 colonies
a permis d’identifier 133 especes bactériennes dont 11 nouvelles espéces. Dans ce cas
encore, le recouvrement avec 1’étude en métagénomique était trés faible avec seulement
23 especes communes aux deux techniques. Ce travail montrait aussi que le déficit de la
culturomique par rapport a la métagénomique portait surtout sur les bactéries anaérobies
strictes.

Les travaux qui ont suivi ont confirmé les résultats de cette premiére étude,
notamment la capacité a mieux évaluer la diversité que la métagénomique. Dans un
travail réalis¢ sur la selle d’une patiente atteinte de tuberculose multirésistante, 70
conditions de culture ont été testées (Dubourg et al ., 2013). Chez cette patiente, la
faible diversité bactérienne était trés marquée et dans ces conditions, alors que la
métagénomique 16S permettait d’identifier 18 phylotypes, la culturomique a permis
d’identifier 39 espéces bactériennes différentes dont a nouveau une nouvelle espéce. De
facon encore plus marquée que dans le travail precédent, seulement deux espéces ont éteé
identifiées simultanément par les deux approches.

La supériorité de 1’approche culturomique pour 1’évaluation de la diversité d’une
flore pauvre chez des patients traités par antibiotiques au long cours a été confirmée dans

le travail suivant étudiant les selles de quatre patients en utilisant 77 conditions de
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cultures différentes et en analysant 32 000 colonies bactériennes différentes (Dubourg et
al., 2014).

Pour deux patients, une baisse de la diversité microbienne était observée en
culturomique alors qu’elle était suggérée pour les quatre par 1’analyse métagénomique et
a nouveau huit nouvelles especes bactériennes ont été identifiees.

Une part de cette meilleure analyse de la diversité semblait associée, au moins pour
un patient, au fait que 1’espéce dominante/masquante (phylum des Verrumicrobiae) en

métagénomique n’était pas cultivable (Dubourg et al., 2014).

11.4. Avantage et les inconvenantes des techniques

Les techniques classiques de culture des bactéries ne permettent de détecter u’entre

20 et 30% des bactéries présentes. Celles qui restent sont qualifiées de non cultivables.

En effet, il a été possible de sequencer et identifier tous les genes des bactéries présentes

dans I’écosystéme digestif humain grace aux techniques de PCR spécifiques sur I’ADN

total des selles, et la mise au point du séquencage de ’ADN a haut débit. D’autres

techniques moléculaires, culture-indépendantes, ont permis également d’identifier les
espéces responsables de certaines fonctions physiologiques (Dubourg G et al., 2014).
Tableau 03 Méthodes moléculaires de I’analyse du microbiote intestinal.

(Dubourg et al., 2014).

Dascription
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Chapitre 111 Intérét de microbiote intestinal dans le systeme immunitaire

111.1 Généralités sur le systeme immunitaire

Le systeme immunitaire est la seule chose qui se dresse entre nous et une mer de
prédateurs microbiens. Notre monde est rempli de micro-organismes invisibles qui
trouvent le corps humain un endroit délicieux pour vivre et élever une famille. Notre les
intérieurs sont non seulement libres de loyer, mais chauds, humides, pleins de nutriments,
et a l'abri des intempéries. C'est le travail du systéme immunitaire de s'assurer que cette
invasion n'arrive pas. Oh, nous laissons entrer quelques microbes que nous mettons a
travail nous aidant a digérer les aliments ou a traiter les vitamines, mais le vaste majorité
des microbes potentiellement pathogénes (pathogenes) les bactéries, les virus, les
moisissures et quelques parasites sont tenus a distance. Et ce méme systeme serait
également notre seule défense au début heures d'une attaque biologique, qui pourrait
employer ces mémes microbes. La fonction principale du systéme immunitaire est de
faire face aux envahisseurs étrangers, qu'il s'agisse de particules ou d'organismes vivants.
D'ou la clé de I'immunité le bon fonctionnement du systeme est sa capacité a faire la
distinction entre « soi » et "pas soi." Une fois qu'un agent étranger est identifié, le corps
est alors en mesure de monter un y répondre Un antigéne est, d'une maniere générale,
tout agent étranger qui peut étre reconnu par le systeme immunitaire de I'organisme. Si le
systeme immunitaire est alors capable de monter une réponse active a celui-ci, I'agent est

également dit étre immunogene. . (Clark, 2008)

les antigénes ne sont pas nécessairement immunogeénes, et les antigenes n'ont pas
besoin proviennent nécessairement de l'extérieur du corps. Des divergences comme
celles-ci se situent au racine de nombreuses maladies du systéme immunitaire. Avec de
grosses tumeurs, par exemple, le systeme immunitaire est souvent inefficace pour
contréler la maladie, peut-étre parce que les cellules tumorales ne sont pas correctement
reconnues comme antigénes. A envisager questions comme celle-ci, il est d'abord
nécessaire de comprendre certains des mécanismes de base du systéme immunitaire |l
existe essentiellement deux facons différentes pour le systéme immunitaire de répondre a
infection, méme si, comme nous le verrons, ils sont étroitement liés. Les deux systemes
de réponse impliquent l'utilisation de cellules spécialisées appelées lymphocytes qui se
trouvent principalement Dans le sang. Le premier type de réponse est connu sous le nom
d'immunité humorale et est effectué au moyen de facteurs appelés anticorps qui sont
sécrétés dans le les fluides corporels (ou « humeurs »). Les anticorps sont produits par

une classe de lymphocytes appelés lymphocytes B ou cellules B parce qu'ils se
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développent dans la moelle osseuse, ou bourse. Le deuxieéme type de réponse du systéme
immunitaire est appelé immunité cellulaire Ce type de réponse est facilité par les
lymphocytes T, ou plus simplement les lymphocytes T, ainsi appelées parce qu'elles se
développent dans le thymus. En plus du tres cellules B et T spécialisées, il existe
également un ensemble de lymphocytes dont les fonctions sont parfois collectivement
appelées « immunité naturelle » bien qu'elles fonctionnent intégralement avec les autres
lymphocytes. Ces cellules comprennent les macrophages, qui sont de grandes cellules «
charognardes » et des cellules tueuses naturelles, qui ciblent la tumeur cellules et

microbes infectieux (Clark, 2008).

Le corps humain serait un endroit favorable au développement des micro-
organismes comme les bactéries, les virus, les champignons et les parasites. Le corps est
chaud, humide et plein de nutriments dont les microbes ont besoin pour survivre et se
reproduire. Comparez cela avec d'autres endroits ou les microbes sont connus pour
vivre : faire bouillir évents de soufre au fond de la mer, par exemple, ou sous le toundra
arctique gelée. Mais ne vous attendez pas a la gratitude des microbes qui ont élu domicile
dans votre corps. La grande majorité d'entre eux franchement ne vous souciez pas de ce
qui vous arrive. Certains d'entre eux peuvent faire tu es trés malade. Certains peuvent
vous tuer. Et cela pourrait interférer avec le plan de la nature pour vous : survivre et

reproduire votre propre espece (Clark, 2008).
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Figure 12. Systéeme immunitaire humain. (Clark WR., W., 2008)

I11.1.1 Systéme immunitaire inné et systéme immunitaire adaptatif
111.1.1.1 Systeme immunitaire inné
Le corps est protégé des agressions extérieures par de multiples barrieres externes et
internes qui communiquent et se complétent. Les barrieres physiques telles que la peau
empéchent efficacement la poussiére, la plupart des micro-organismes et certains
produits chimiques de pénétrer dans le corps. Au niveau muqueux, qui constitue la zone
d'échange et de passage vers l'extérieur, on rencontre également des fluides antiseptiques,
comme la salive ou le mucus intestinal. Cette protection est particulierement efficace au
niveau de I'oropharynx (porte d'entrée des aliments et de I'air) et de la région urogénitale.
Dans l'intestin, un grand nombre de bactéries commensales séjournent et se multiplient,
assurant une barriére supplémentaire contre l'invasion de micro-organismes pathogénes

par competition (KettySchwartz.2012).

Que ce soit au niveau de la peau ou des muqueuses, les cellules immunitaires (c'est-
a-dire les cellules dendritiques et les macrophages) assurent la surveillance et sont

capables de détecter les éléments étrangers et de les ingérer (phénomeéne appelé
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phagocytose) pour les détruire et les présenter au systeme immunitaire sexuel
d'adaptation. Cette phagocytose est souvent aidée par divers produits comme le
complément, un groupe de protéines qui encapsulent les micro-organismes et activent les
cellules phagocytaires. Cette activation se traduit par la sécrétion de diverses substances
solubles (messagers) avec des propriétés qui attirent d'autres cellules comme activateurs.
Les phagocytes activés peuvent alors migrer vers des organes spécifiques, tels que les

ganglions, ou une réponse immunitaire adaptative se produit (KettySchwartz., 2012).

111.1.2.1 Systeme immunitaire adaptatif
Au cours de I'évolution, un systéme immunitaire alternatif a émergé qui est plus
adaptatif aux envahisseurs et compléte efficacement la réponse innee, appelée systéme
immunitaire adaptatif. Ce systeme adaptatif impliquant les lymphocytes B et T est plus
lent a se mettre en place, mais il est trés spécifique et capable de s'adapter a la nature des

pathogenes. Il a également une fonction de mémoire.

Cette meémoire est aussi la raison pour laquelle il y a certaines maladies que vous ne
pouvez attraper qu'une seule fois dans votre vie, car ensuite votre corps devient «
immunisé ». Cela peut prendre quelques jours pour que le systtme immunitaire adaptatif
réagisse la premiére fois qu'il entre en contact avec le germe, mais la prochaine fois, le
corps peut réagir immédiatement. La deuxieme infection n'est alors généralement méme

pas remarquée, ou est du moins plus bénigne (Brandes et al., 2019).

111.1.2.2 Systeme immunitaire et ses acteurs

111.1.2.2.1 Marqueurs de soi

Toutes les cellules du corps portent a leur surface des marqueurs moléculaires qui
leur permettent d'étre identifié comme "soi" par les cellules du systeme immunitaire.
L'auto-marquage les plus importantes molécules sont codées par un groupe de genes
contenus dans une section d'un chromosome connu sous le nom de complexe majeur
d'histocompatibilité ou CMH. Il y a un groupe de protéines dans le CMH qui sont portées
par presque toutes les cellules du corps, appelés antigenes du CMH de classe 1, qui sont
altérés lorsque la cellule est infectée par un virus ou cancer. Ces molécules servent a
alerter les lymphocytes T tueurs de la présence de cellules malignes du corps. Un
deuxiéme groupe de protéines du CMH, les antigenes de classe II, sont trouvé
uniquement sur les cellules B, les macrophages et d'autres cellules responsables de la

présentation antigéne étranger aux lymphocytes T auxiliaires. Les protéines du CMH de
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classe 11 se combinent avec des particules d'antigene étranger et, par la forme résultante,

dirige les actions des lymphocytes T (Jeanne et al., 2002).

111.1.2.2 Immunité Humorale : Lymphocytes B

Chaque lymphocyte B est génétiquement “programmé™ pour produire un seul

anticorps avec une forme moléculaire specifique. Lorsqu'une cellule B rencontre un

antigene spécifique dans le sang, la forme de I'anticorps lui permet de se lier a cet

antigéne spécifique. Pour ce faire, chaque cellule B porte un "prototype” d'anticorps

incrusté a sa surface. Confrontées a l'antigene correspondant, les cellules B proliférent et

se différencient, produisant des plasmocytes sécrétant activement des formes solubles

d'anticorps. Les anticorps peuvent agir de plusieurs maniéres différentes, selon la forme

d'antigene a laquelle ils réagissent (Jeanne et al., 2002).

Certaines fonctions incluent :

v

S'emboitant directement avec des produits chimiques toxiques ou des toxines
produites par un organisme pour les neutraliser

Enrober (opsoniser) les cellules pour les rendre plus agréables au godt pour
les cellules charognardes

Soit signaler leur présence aux lymphocytes « tueurs » (ce dernier est un
processus

Connue sous le nom de cytotoxicité a médiation cellulaire dépendante des
anticorps ou ADCC.)

Liaison avec l'antigéne pour sécréter un groupe mortel d'enzymes appelé
complément

empécher les virus de pénétrer dans les cellules

empécher une cellule (habituellement une cellule virale) de se reproduire;
cette fonction

semble agir contre les cellules tumorales subissant des métastases.
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Figure 13. Mécanisme d'activation et de maturation des lymphocytes B par les
lymphocytes T auxiliaires (Th) a entrainé la formation de plasmocytes sécrétant des
anticorps spécifiques et de lymphocytes B mémoire capables de se souvenir de
I'infection. (Firdaus et al., 2016)

111.1.2.3 Immunité cellulaire : Lymphocytes T

Les cellules T ont plusieurs fonctions différentes. Il existe actuellement quatre
types de lymphocytes T reconnus, divisés en deux catégories: les lymphocytes T
régulateurs, qui aident a coordonner les réponses cellulaires ; et les lymphocytes T
cytotoxiques, qui attaquent le corps des cellules infectées (virus) ou malignes (cancer).
Les cellules T fonctionnent principalement en sécrétant des enzymes appelées cytokines
ou, plus précisément, des lymphokines (car elles sont produites par les lymphocytes).
Comme les anticorps, les lymphokines jouent différents rles. Beaucoup sont des toxines
qui attaquent directement les cellules infectées. L'une de ces enzymes, appelée facteur de
nécrose tumorale, pourrait jouer un réle important dans la rémission du cancer. D'autres
lymphokines, y compris une lymphokine importante appelée interféron, incitent les

macrophages a engloutir les cellules tumorales et virales et a produire leurs propres
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cytokines. (Jeanne et al., 2002) D’autres encore promeuvent la production ou maturation

de lymphocytes T supplémentaires ou diriger les lymphocytes B pour produire des

anticorps. Le type le plus important de lymphocytes T régulateurs est connu sous le nom

d'assistant/inducteur cellules, parfois abrégees TH -cellules. Ceux-ci sont responsables de

I'activation des cellules B ainsi que des cellules tueuses naturelles et des macrophages a

proximité. Les lymphocytes T auxiliaires transportent le marqueur moléculaire T4, qui

permet a la cellule T d'identifier des antigénes étrangers dans la molécule du CMH de

classe Il portée par les macrophages et certaines cellules B.

T-cells are mobilized

when they encounter a cell such as a dendritic
cell or a B-cell that has digested an antigen

and is displaying antigen fragments
2 bound to its MHC molecules.

Cytokines help
the T cell mature.

The MHC-antigen
complex activates
the T cell receptor
and the T cell

secretes cytokines.
_ O *+— o
o o

o )
°5° )

cells

Some T cells become

helper cells and Some cytokines
secrete some cytokines
that attract fresh
macrophages,
neutrophils and other
lymphocytes, and other

spur the
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recruits once they cytotoxic cells and track down
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Figure 14. Activation des lymphocytes T. (Alliya , 2022)
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Une fois la la cellule T auxiliaire reconnait un antigéne étranger spécifique, elle
libere des lymphokines qui activer les lymphocytes B pour produire I'anticorps
correspondant.

Un autre type de lymphocyte T est connu sous le nom de cellules suppressives.
Comme le nom lindique, les cellules suppressives agissent pour désactiver ou
"supprimer" les actions des lymphocytes T. Suppresseur cellules sont parfois abrégées
TS. Les lymphocytes T cytotoxiques sont un type de « cellule tueuse » qui, en plus
d'attaquer les cellules malignes, sont également responsables du rejet des greffes de tissus
ou d'organes. Car ils portent le marqueur cellulaire moléculaire T8, les lymphocytes T
cytotoxiques sont parfois appelés Cellules T8, Bien que ce dernier terme définisse en fait
le mécanisme de reconnaissance d'une cellule plutdét que sa fonction (Jeanne et al.,
2002).

Les molécules T8 "s'adaptent” aux molécules du CMH de classe | qui ont été
altérées par l'infection, permettant aux lymphocytes T tueurs de reconnaitre et d'attaquer
les virus et les cellules tumorales. Les lymphocytes T cytotoxiques peuvent étre abrégés
en TC. Comme les lymphocytes B, les lymphocytes T sont activés par contact avec des
antigéenes spécifiques. Contrairement aux cellules B, cependant, les cellules T ne peuvent
pas répondre de maniére autonome a des facteurs étrangers. Ils doivent étre "présentés"
aux molécules antigeniques par les lymphocytes B ou les macrophages. Les lymphocytes
T tueurs, quant a eux, reconnaissent les cellules du corps qui ont été infectées par un
virus ou un cancer (Jeanne et al., 2002).

111..1.2.4 Interactions cellulaires

Comme nous I'avons déja vu, les cellules du systéeme immunitaire interagissent les
unes avec les autres de diverses manieres pour gérer différents types de menaces. Voici
un résumeé étape par étape de ce qui peut arriver lorsque le systeme immunitaire
rencontre un antigene.

++ Détection d'antigene :
Les antigénes flottent librement dans le liquide corporel ou sont exprimés sous la forme
partie d'une cellule infectée. Dans le premier cas, les molécules antigéniques sont
rencontrées par des lymphocytes B « programmés » pour cette molécule.
Les antigénes peuvent également étre engloutis par des macrophages errants, qui digérer
I'antigéne et en incorporer des fragments dans leurs marqueurs du CMH de classe |1, pour
étre «présentés » aux lymphocytes T auxiliaires. Cette tache peutégalement é&tre

effectuée par les lymphocytes B.
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Les cellules infectées ou malignes sont antigeniques aux lymphocytes T cytotoxiques via
leur marqueur CMH de classe | ; ces lymphocytes peuvent détecter de telles cellules sans
avoir besoin d'intermédiaires.
Les cellules tueuses naturelles utilisent des mécanismes encore inconnus pour distinguer
"bonnes™ cellules des "mauvaises".

. Réponses
Les lymphocytes B activés proliférent et se diversifient en plasmocytes, qui secrétent des
anticorps. L'anticorps peut affecter directement un agent étranger en I'empoisonnant ou
en inhibant sa croissance, ou l'agent étranger peut étre recouvert d'anticorps (un
processus connu sous le nom d’ opsonisation ) pour le rendre il est plus agréable au godt
pour les macrophages et autres « mangeurs ».
Les macrophages qui ont ingéré un antigene présentent des fragments d'if aux
lymphocytes T auxiliaires. Les cellules auxiliaires liberent ensuite des lymphokines qui
activent les cellules B appropriées pour produire des anticorps. D'autres lymphokines
activent les lymphocytes T tueurs, les cellules tueuses naturelles et les macrophages.
Les lymphocytes T cytotoxiques qui ont rencontré des cellules malignes libérent des
lymphokines qui peuvent attaquer directement la malignité, activer plus de lymphocytes
T ou inciter les cellules NK et les macrophages
A un moment donné, les lymphocytes T suppresseurs peuvent s'activer pour "arréter” le
tueur cellules et cellules B. Que ce processus soit continu et indiscrim iné, ou stimulé par

des facteurs dans le sang, ou autre chose, n’est apparemment pas d'accord.

111.2 Immunité intestinale

I11.2.1. Composition de I’immunité intestinale
Le systétme immunitaire intestinal est composé de différents organes lymphoides
secondaires disséminés tout au long de I’intestin
111.2.1.1. Muqueuse intestinale
La muqueuse intestinale peut étre considérée comme le premier organe lymphoide
au contact des antigenes provenant soit des microorganismes soit de la digestion. Cette
muqueuse est composeée essentiellement de cellules épithéliales connectées entre elles par
des jonctions serrees pour former une barriére imperméable entre la lumiere intestinale et
I’organisme. Outre cette fonction, les cellules épithéliales peuvent également jouer un
réle immunitaire. Elles possédent ainsi la capacité de synthétiser et de sécréter des

molécules antibiotiques telles que des defensines, cathelicidine et calprotectine, ainsi que
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des cytokines pro-inflammatoires telles que 1’interleukine 8 (IL-8) (Artis, 2008) . Entre
ces cellules épithéliales, on retrouve des cellules immunitaires comme des cellules
dendritiques, capables de capturer des antigénes directement dans la lumiere intestinale,
et des lymphocytes intra-épithéliaux (LIE), qui représentent la majorité des lymphocytes
T intestinaux.
111.2.1.2. Organes lymphoides secondaires et tertiaires

Les organes lymphoides de I'intestin sont classés dans le tissu lymphoide associé
a lintestin (GALT). Ces GALT sont constitués d'organes lymphoides secondaires
(plaques de Peyer et ganglions lymphatiques mésentériques) et de structures dites
tertiaires, qui correspondent a des follicules lymphoides isolés (ILF). Les plaques de
Peyer se trouvent dans tout l'intestin. Ils se forment au cours du développement feetal
indépendamment du microbiote intestinal (Mowat, 2003). Ils ont un tissu semblable a un
ganglion lymphatique avec de grandes zones de lymphocytes B et T, et ces structures
sont drainées par les ganglions lymphatiques mésentériques. Un type particulier de
cellule se trouve dans I'épithélium intestinal des plaques de Peyer. Ces cellules M
incorporent des antigénes luminaux par endocytose puis les transferent aux cellules
dendritiques qui les présentent aux lymphocytes B présents dans les plaques de
Peyer.Ces cellules M incorporent par endocytose les antigenes endoluminaux puis les
transférent aux cellules dendritiques qui les présentent aux lymphocytes B présents dans
les plaques de Peyer. Ces cellules M délimitent des poches formées d’invaginations de
leurs espaces basolatéraux contenant des lymphocytes T et B, des cellules dendritiques et
des macrophages.

A D'inverse des plaques de Peyer, le nombre de FLI peut varier en fonction des
réactions inflammatoires et leurs formations vont étre dépendantes de la flore intestinale
(Lorenz et al., 2003). Ces organes sont le premier lieu de contact avec les antigénes
intestinaux exogenes et sont, de ce fait, le siege d’induction de la réponse immunitaire
d’origine intestinale.

111.2.1.3. Flore bactérienne

A Tinstar de la barriére épithéliale, la flore bactérienne, sans €tre une structure
immunitaire a proprement parlé, joue un r6le important dans la protection de
I’organisme. Cette population bactérienne va jouer un rdle dans 'immunité générale de
I’organisme. Des études démontrent ainsi une atrophie des organes lymphoides
secondaires chez des animaux élevés en condition steriles et qui ne possedent de ce fait

pas de flore intestinale commensale (Rakoff et al., 2004). En générant en permanence
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une réaction inflammatoire basale, les bactéries commensales permettent de former et
d’entretenir ’immunité générale de I’organisme.

L’ensemble de tous ces ¢léments (barriére intestinale, organes lymphoides,
bactéries commensales) permet la formation d’une protection efficace de 1’organisme

contre les agressions des microorganismes pathogénes (Rakoff et al., 2004).
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Figure 15 .Composition du systeme immunitaire intestinal (I1zcue et al., 2009))

I11.2.2 Role de Pimmunité intestinale
111.2.2.1. ROle de barriere de protection de ’organisme
La muqueuse intestinale est en contact permanent avec une importante flore
bactérienne commensale. L’épithélium continu, ainsi que le mucus généré par les cellules
a mucus tout le long de I’intestin vont créer une barrieére physique afin d’empécher les
micro-organismes de pénétrer dans I’organisme. A cette barriére physique se rajoute une
barriére immunologique grace a I’'importante sécrétion d’immunoglobulines de type A
(IgA) dans la lumiere intestinale. Ces IgA ont la capacité de controler les populations
bactériennes commensales et de neutraliser les micro-organismes pathogenes ainsi que
les toxines secretées (Macpherson et al., 2008) afin de protéger 1’épithélium. Ces
anticorps sont produits par des plasmocytes présents dans la muqueuse intestinale et

transitent par les entérocytes avant d’étre sécrétés dans la lumiere intestinale.
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111.2.3 Induction de la réponse immunitaire gastro-intestinale

L’une des principales clés pour 1’induction d’une réponse immunitaire efficace
repose sur le temps de réaction suite a la pénétration du pathogeéne dans 1’organisme. En
effet, plus la réaction sera rapide et plus la réponse sera efficace. Afin d’assurer une
réponse rapide, le systeme immunitaire inné comporte des récepteurs semispécifiques
capables de reconnaitre certains motifs microbiens et ainsi déclencher une réponse
cellulaire tres rapide. Ces motifs, appelés Pathogen-Associated Molecular Patterns
(PAMP), sont détectés par des récepteurs présents a la surface de nombreuses cellules,
immunitaires ou non. Ces récepteurs sont appelés Pattern Recognition Receptors (PRR)
et peuvent étre de différents types. Les principaux types de récepteurs peuvent étre
regroupes en 4 grandes familles : les récepteurs de lectine de type C, les récepteurs de

type RIG-I, les récepteurs de type NOD et les récepteurs de type Toll.

111.2.3.1 Récepteurs de type lectine de type C (CLR)

Les CLR sont des récepteurs transmembranaires et solubles capables de reconnaitre
des motifs glucidiques spécifiques a la surface de certains micro-organismes. Le nombre
de récepteurs dans la famille des CLR n’est pas strictement défini et augmente
régulierement. Cette famille correspond en effet a tous les récepteurs possédant un
domaine capable de reconnaitre un motif glucidique et Ca2+ dépendant (Zelensky et al.,
2005). lls sont classés en 2 familles: les CLR spécifiques du manose et les CLR
spécifiques des asialoglycoprotéines (Takeuchi et al., 2010). Des récepteurs importants
sont retrouvés a la surface des cellules dendritiques tels que DC-SIGN, langerin, MGL,
CLECS5A ou encore MGL, CLECS5A, detectinl ou MICL a la surface des macrophages
(Geijtenbeek et al., 2009)

Les cellules dendritiques et les macrophages représentent la lere ligne de défense
de I'organisme au sein du systéme intestinal. Afin de détecter rapidement la présence
d’un antigene exogeéne et d’induire une réponse adaptative, ces 2 types cellulaires
possedent a leur surface des récepteurs de type lectine de type C (CLR). L’activation de
ces récepteurs induit I’internalisation de I’antigéne exogene pour le présenter sur des

molécules de CMH puis aux lymphocytes CD4 et CD8 ( Kooyk ,2008).

111.2.3.2 RIG-I1-like receptors (RLR)
Les RLR sont classes en 3 familles: melanoma differentiation associated gene 5
(MDADb), laboratory and physiology 2 (LGP2) et retinoic acid inductible gene | (RIG-I).
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Ils possédent tous une double activité hélicase et ATPase, cette derniére étant activée lors
de la fixation du ligand sur le récepteur (Yoneyama et al., 2005). Cette activation induit
des voies de signalisation qui aboutiront a I’activation de facteurs de transcription tels
que le nuclear factor-kappa B (NF-xB) ou I’Interferon regulatory factor 3 (IRF3). De
nombreuses recherches ont été menées afin de connaitre les ligands de MDA5, LGP2 et
RIG-I. Malgré des structures relativement similaires MDADS et RIG-I vont reconnaitre 2
types de signatures virales. MDADS reconnaitra principalement des structures de type poly
IC, entre autres spécifiques du virus de 1’encéphalomyocardite, du polivirus et du
mangovirus. RIG-I va reconnaitre principalement les fragments d’ARN double brins des
virus de type hépatite C, Ebola ou influenza A (Kumar et al., 2011).

Les récepteurs cytoplasmiques RLR sont présents dans une grande majorité des
cellules de 1’organisme. Leur but principal va étre la détection des motifs viraux

intracellulaires.

111.2.3.3 NOD-like receptors (NLR)

La famille NLR est immense. D'aprés les projections du génome, la famille
comptera prés de 200 membres (Ting et al., 2008). Ces dernieres années, la recherche
s'est concentrée spécifiquement sur les récepteurs NOD1, NOD2 et NLRP3 (Figure 16).
Les récepteurs NOD ont une extrémité N-terminale capable de recruter des caspases
(CARD), un domaine central appelé domaine de liaison aux nucléotides (NOD) et un
domaine C-terminal riche en leucine (LRR) (Inohara et al., 2005). NOD1 reconnait
spécifiquement un motif spécifique contenant de I'acide diaminopimélique murin. NOD2
reconnait le muramyl dipeptide (MDP) présent sur toutes les bactéries. Le récepteur
NLRP3 posséde un domaine supplémentaire appelé domaine 3 contenant des purines. Ce
motif est principalement présent sur les bactéries Gram-négatives. NLRP3 reconnait
toutes les bactéries et un signal de danger intracellulaire actuellement inconnu.

Les récepteurs NLR sont présents dans une grande majorité des cellules de
I’organisme, au sein desquelles ils vont détecter les bactéries intracellulaires via la

reconnaissance de motifs conserves.
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Figure 16. Structure des principaux NLR. CARD : (Domaine de recrutement et

d’activation de la caspase (Caspase activation and recrutement Domain (CARD)). NACHT : Domaine de
fixation des nucléotides appelé également NOD, DP : Domaine riche en Purine

(https://www.clinisciences.com/lire/recepteurs-nod-like-nlr-1182.html)

111.2.3.4 Toll-Like Receptors (TLR)

Un défi fondamental auquel est confronté le systéme immunitaire est la détection
du nonsoi. Certains récepteurs ont donc évolué afin de faire la reconnaissance initiale et
permettre une réponse immunitaire contre une vaste gamme d’agents infectieux. Ces
récepteurs sont les PRRs. La famille des TLR est la famille de PRRs la mieux
caractérisée. Il existe toutefois d’autres familles de PRRs impliquées dans la réponse
inflammatoire comme les récepteurs NOD-like (NLRs) et RIG-like (RLRs) (Takeuchi et
Akira, 2010). Cependant, pour ce mémoire, I’accent sera mis sur les TLR. Dix TLR ont
¢été identifiés chez I’humain alors que 12 I’ont été chez la souris (Akira et al., 2006).

Les TLR peuvent étre divisés en deux familles, les TLR1, 2, 4, 5 et 6 qui sont
situés a la surface cellulaire et qui reconnaissent les composantes de la membrane des
microbes ainsi que les TLR3, 7, 8 et 9 qui sont exprimés a la surface des vésicules
intracellulaires et qui reconnaissent des motifs d’acides nucléiques spécifiques aux
pathogenes (Kawai et Akira, 2011). Les TLR sont donc des récepteurs tres polyvalents

qui reconnaissent a la fois les bactéries, les virus et les champignons, en plus de certaines
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molécules endogenes relachées par les cellules nécrotiques (Beutler, 2009 ; Pineau et
Lacroix, 2009)

111.2.4 Rcepteurs Toll-like (TLR) et leur importance dans I’homéostasie intestinale

L’activité des TLR est régulée a plusieurs niveaux. Le premier niveau est celui de
la détection des motifs microbiens (Figure). Des publications ont mis en évidence une
distribution non homogeéne des TLR dans I’intestin humain. Les microdissections laser de
I’épithélium intestinal ont montré que les TLR2 et TLR4 sont faiblement exprimés dans
les colonocytes humains sains. TLR3 qui détecte de I’ARN double brin, est abondant tout
le long du tractus sur la face basolatérale des cellules. TLR5 est plus exprimé dans le
colon que dans I’intestin gréle. Selon les données disponibles, il semble que tous les TLR
membranaires soient plutot polarisés sur la face basolatérale des cellules chez I’humain a
I’exception de TLR9 qui est également présent sur la face apicale

Chez le porc, et probablement chez I’humain, 1’expression des TLR varie aussi
selon I’axe crypte/sommet (Gourbeyre et al., 2015). Les études de localisation
cellulaires chez I’humain sont a interpréter avec prudence du fait des potentiels biais
techniques. Les TLR 7,10,11,12 et 13 ne semblent pas ou peu exprimés dans 1’intestin
sain, le niveau de variations selon les études (Abreu, 2010 ; Otte et al., 2004). Il existe
des différences de localisation des TLR dans I’intestin, entre I’humain et la souris, qu’il
est important de garder a I’esprit, dans les études sur la régulation du dialogue hote-

microbiote réalisées dans des modéles murins.
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Figure 17. Localisation des TLR dans le c6lon humain et polarisation.
(Abreu 2010)
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I11.3 Interaction entre microbiote et syst¢éme immunitaire dans I’homéostasie

Compartimentation induite par I'hote du microbiote intestinal L'interface la mieux
étudiée pour les interactions hote-microbiote est la mugueuse intestinale. Une
caractéristique remarquable du systéme immunitaire intestinal est sa capacité a établir
une tolérance immunitaire envers une richesse énorme et en constante évolution de
micro-organismes inoffensifs tout en préservant simultanément les réponses
immunitaires contre les infections pathogénes ou l'intrusion commensale dans le milieu
corporel stérile (Konrad et al.2006).

Dans un état sain, la réponse immunitaire de I'n6te vis-a-vis du microbiote
intestinal est strictement cloisonnée a la surface muqueuse. Une seule couche
d'épithélium sépare la lumiére intestinale des tissus sousjacents. De nombreux
mécanismes sont employés pour parvenir a la compartimentation du microbiote. Une
couche de mucus dense sépare I'épithélium intestinal des microbes résidents (Belkaid et
Naik,2013).

La barriere muqueuse s'organise autour de la mucine hyperglycosylée MUC?2.
Cependant, MUC?2 offre non seulement une protection par blindage statique, mais limite
également l'immunogénicité des antigénes intestinaux en imprimant les cellules
dendritiques entériques (CD) vers un état anti-inflammatoire (Shan et al., 2013).

Les jonctions serrées sont une structure critique pour limiter la perméabilité trans-
épithéliale. Les signaux microbiens, par exemple via le métabolite indole, favorisent la
fortification de la barriére épithéliale par la régulation a la hausse des jonctions serrées et
des protéines cytosquelettiques associées (Bansal et al.,2010). De plus, les anticorps IgA
sécretoires et les peptides antimicrobiens (AMP) maintiennent la fonction de barriére
mugqueuse (Peterson et al., 2007).

On pense que les CD intestinales jouent un rble essentiel dans la
compartimentation du microbiote entérique, par le biais de mécanismes impliquant
'échantillonnage des bactéries intestinales pour la présentation de [1’antigene.

(Macpherson et al., 2004).

111.3.1. Diaphonie entre le systeme immunitaire inné et le microbiote
Le microbiote et I'immunité innée s'engagent dans une communication
bidirectionnelle extensive. L'un des plus anciens phylogénétiquement Les systemes

d'immunité innée sont représentés par les AMP. La majorité des AMP intestinaux sont
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produits par les cellules de Paneth, qui représentent cellules sécrétoires spécialisées de la
muqueuse de l'intestin gréle (Bevins et al., 2011).

Les AMP intestinaux présentent de multiples interactions avec le microbiote et sont
un élément essentiel pour fagconner sa configuration (Ehmann et al., 2019). Ajoutant a
la complexité des PAM intestinaux, les antimicrobiens la sécrétion des acini
pancréatiques semble étre essentielle au maintien de I'noméostasie intestinale de
reconnaissance de formes (PRR), tels que les récepteurs de type Toll (TLR), ont été
initialement decrits pour détecter les signaux microbiens pendant infection pour
déclencher une réponse immunitaire protectrice. Cependant, les ligands car les PRR ne
sont pas exclusifs aux agents pathogénes et sont abondamment produit par le microbiote
commensal lors d'une colonisation saine.

Les TLR sont impliqués dans la défense de I'ndte contre pathogénes, régulent
I'abondance des microbes commensaux et maintenir l'intégrité des tissus. (Nahoum et
al., 2004)

L'expression du TLR dans la I'épithélium se caractérise par une grande diversité en
termes d'espace, spécifiques au type de cellule et des modeles temporels. (Price et al.,
2018) TLR5 est particulierement importance dans la formation du microbiote intestinal,
(Carvalho et al., 2018) qui pourrait étre confinée a une fenétre temporelle critique
pendant la vie néonatale. Polysaccharide A (PSA) produit par le commensal Bacteroides
fragilis est un autre exemple bien étudié d'une seule molécule promouvoir la symbiose et

I'éducation du systeme immunitaire de I'h6te (Mazmanian et al., 2008).
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Systéme immunitaire microbiote sélectionné mécanistiquement bien caractérisé les
interactions sont mises en scéne. Les ligands et métabolites TLR et NOD dérivés du
microbiome (par exemple, SCFA, ligands AhR) agissent directement sur les entérocytes
et les cellules immunitaires intestinales, mais peuvent également atteindre des tissus
distants via la circulation systemique pour moduler I'immunité. Les cellules Foxp3 +
Treg et les cellules Tfh / ex Th17 se localisent dans les plaques de Peyer pour favoriser le
changement de classe des cellules B et la production d'IgA sécrétoires. Ceux-ci
contribuent a compartimentation du microbiote commensal et régulation de la
composition du microbiote homéostatique. Colonisation intestinale par SFB et de
nombreux d'autres commensaux favorisent la différenciation des cellules CD4+ Th17. De
plus, la colonisation SFB suscite une signalisation via lI'axe ILC3/IL-22/SAAL/2 pour
induire la production d'IL-17A par RORyt+ Cellules Thl7. L'IL-22 dérivée d'ILC3
contribue au confinement de membres spécifigues du microbiote en favorisant
Production d'IL-17 A par les cellules Th17. De plus, la suppression du MHCII exprimé
par ILC3 active les lymphocytes T CD4 + spécifiques du commensal pour empécher une
réponse immunitaire contre les colonisateurs inoffensifs.

La colonisation microbienne précoce limite I'expansion des cellules iNKT, en
partie via la production de sphingolipides, pour prévenir l'activité potentielle de
promotion de la maladie dans la lamina propria intestinale et les poumons. Colonisation
avec Bacteroides fragilis, un membre éminent du microbiote intestinal des mammiferes,
est capable de favoriser la différenciation des lymphocytes T CD4+ et d'équilibrer Thl et
Th2 populations, un effet qui repose sur son PSA. Le PSA est absorbé par les CD de la
lamina propria via un mécanisme dépendant de TLR2 et présenté a lymphocytes T CD4+
naifs. En présence simultanée de TGF-B activé, ces cellules peuvent se différencier en
cellules T régulatrices (iTreg). IL-10 produit par ces cellules favorisent I'homeostasie
immunitaire. Au contraire, I'lL-23 sous licence via la méme cascade favorise I'expansion
des cellules pro-inflammatoires Th17.

111.3.2. Réle du microbiote intestinal dans la mise en place et homéostasie de systéme
immunitaire inné

Les GALT font partie des tissus lymphoides associés aux muqueuses (MALTS)
(Brandtzaeg et al., 2008), faisant directement le lien entre I'hdte et I'environnement. En
tant que premiére ligne de défense de la muqueuse intestinale, la fonction principale des
cellules immunitaires innées dans les GALT ne reconnaissent pas spécifiquement

pathogenes, initiant une réponse immunitaire innée et présentant antigenes pour activer le
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systéeme immunitaire adaptatif en aval. GALT sont également cruciaux dans le maintien
de la tolérance immunitaire & la flore commensale. La double fonction des GALT est
essentielle a I'noméostasie entre le microbiote intestinal et I'homme systéme immunitaire

Les composants histologiques des GALT comprennent principalement Plaques de
Peyer, plaques de cryptes, follicules lymphoides isolés (ILF), I'appendice et les ganglions
lymphatiques mésentériques (mLN) (Mowat.2003). Les cellules constitutives des GALT
comprennent les cellules M, qui sont capables de transférer des antigenes mais pas de les
traiter ou de les présenter (Mabbott et al., 2013) , les lymphocytes conventionnels tels
que les lymphocytes T auxiliaires (Th cellules), cellules T régulatrices (Tregs) (Coombes
et al., 2007 ; Siddiqui et al., 2008), cytotoxiques Lymphocytes T, lymphocytes B
producteurs d'IgA (43), phagocytes y compris les cellules dendritiques, les macrophages
et d'autres lymphocytes non conventionnels tels que les cellules lymphoides innées
(ILC). Diverses études ont revélé que I'accumulation structurelle de GALT repose sur le
microbiote intestinal. La formation de l'intestin secondaire les organes lymphoides tels
que les plaques de Peyer, les mLN et les ILF dépend de la cellule inductrice de tissu
lymphoide (LTi), un sous-ensemble du groupe 3 ILCs, et sa diaphonie avec la
colonisation du microbiote intestinal (Adachi et al., 1997).

Les GALT sont le lien critique entre la réponse immunitaire locale au microbiote
intestinal et a la réponse immunitaire systéemique. Comment local les cellules
immunitaires affectent les organes distaux tels que les articulations, les os, la peau, les
flots pancréatiques, et méme le systeme nerveux central sont restés non specifié. Les
mécanismes possibles pourraient impliquer le résident local et des cellules présentatrices
d'antigénes migrateurs et également des cellules circulantes les cellules immunitaires
adaptatives, qui seront discutées dans ce qui suit sections. De plus, il y avait des preuves
que differentes valeurs de base de cytokines pro-inflammatoires produites par les GALT
de différents comme les cellules Thl, sont dépendantes de T-bet (c'est-a-dire TBX21),
sécrétant le signature cytokine interféron (IFN)-y (Bernink et al., 2015). CAL du groupe
2, comme les cellules Th2, sont classés en fonction de leur dépendance a GATAS et la
capacité de sécréter l'interleukine IL-5 et IL-13 (Hoyler et al.,2012 ; Roediger et al.,
2013). Grouper 3 ILC, comme Th17 et Th22, dépendent de la transcription facteur
RORyt et sécrétent les cytokines signature 1L-17 et IL-22 . Les ILC du groupe 3 sont
constituées des CD4+ ,CD3- ,CCR6+ sous-ensemble, & savoir les cellules LTi, et la
sous-population ILC3 qui ne expriment le facteur de homing tissulaire CCR6 (Vivier et

al., 2018) . De plus, les récents les études de ces 10 années ont révélé I'néterogénéité des
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groupes 1 ILCs, qui se composent du cytotoxique et du non-cytotoxique compartiment,
qui sont des cellules tueuses naturelles conventionnelles (cNK) et ILC1, respectivement
(Jiao et al., 2016).

Au lieu de circuler en périphérie, la majorité des CAL résident dans les tissus non
lymphoides, en particulier les tissus épithéliaux tels que comme la peau, le tractus gastro-
intestinal, les voies respiratoires, les glandes salivaires, et des organes non épithéliaux
tels que le foie .

Dans différents tissus, Les ILC présentent une hétérogénéité a la fois sur le
transcriptome et sur le systeme immunitaire niveau fonction (Colonna M.,2018),
consolidé par de nombreuses analyses fonctionnelles et séquencage d'’ARN unicellulaire
(Bjorklund et al.,2016 ; Yu et al.,2016). Le casse-téte pourquoi Les ILC ont une telle
hétérogénéité a longtemps été mystérieuse. C'était ont proposé que l'exposition a
différents microbiotes locaux ou externes les apports pourraient contribuer a fagonner

I'nétérogénéité de I'ILC local populations (Spencer et al., 2014).
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Figure 19. Microbiote, immuité innée et adaptative (duerkop, et al. 2009)

Un domaine sous-estimé de la recherche sur le microbiote est représenté par des
protistes commensaux. Dans une élégante étude sur le transroyaume interactions, les
auteurs démontrent que le commensal murin le protiste Trichomonas musculis protege
contre les bactéries entériques infection en activant la signalisation de I'inflammasome

épithélial, et favorisant ainsi I'immunité Thl et Thl7 a courant continu (Viant et al.,
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2017). Les monocytes et les macrophages jouent un réle crucial dans I'immunité innée
cellules effectrices et ont des roles homéostatiques vitaux. Des recherches récentes ont
commencé a mettre en lumiere les relations entre ces monocytes/macrophages et le
microbiote commensal. Il a été démontré qu'un grand polysaccharide dérivé du
microbiote induisait une signature génétique anti-inflammatoire dans les macrophages
intestinaux murins (Souza et al., 2013). différenciation par inhibition de [I'histone
désacétylase 3 (HDAC3), amplifiant ainsi la defense antimicrobienne de I'hdte (Enqvist
et al., 2015).

Récemment, il a été démontré qu'un métabolite soluble dérivé du microbiome, le
N-oxyde de triméthylamine (TMAO), peut entrainer la polarisation des macrophages
murins d'une maniere dépendante de I'inflammasome NLRP3. Les cellules lymphoides
innées (ILC) sont une population hétérogéne de cellules immunitaires innées découverte
plus récemment, spécialisée dans la sécrétion rapide de cytokines et de chimiokines
polarisées pour combattre infection et favorisent la réparation des tissus mugqueux
(Huang et al., 2011).

Les ILC ont été classées en trois types distincts en fonction des facteurs de
transcription et des signatures de cytokines. Cependant, une cellule unique approfondie le
profilage de I'état du transcriptome et de la chromatine suggere un paysage plus diversifié
des CAL. Les CAL représentent un nouveau domaine de recherche revu plus en détail
ailleurs. La diversité phénotypique et la plasticité fonctionnelle des ILC intestinales de
I'néte sont faconnées par l'intégration de signaux le microbiome. (Puxeddu et al.2012).
Un facteur régulant la prolifération et la fonction des ILC du groupe 3 est le capteur de
métabolite microbien Ffar2 (Ganal et al., 2012).

Récemment, une régulation dichotomique des ILC du groupe 3 par une paire
d'espéces d'Helicobacter chez la souris a été identifiée. Ces espéces activent les ILC mais
régulent negativement la prolifération des groupes 3 RORyt + ILC qui sont cruciaux pour
I'immunité et I'inflammation de I'néte (Rizzello et al., 2011).

Les ILC de type 3 interviennent dans la surveillance immunitaire du microbiote
configuration pour faciliter la résistance a la colonisation précoce grace a un régulateur
transcriptionnel régulation 1D2-dépendante de I'IL-22 (Sawa et al.,2010). Il a été
démontré que les cellules NCR+ ILC3 sont essentielles pour maintenir homéostasie
ceecale chez la souris lors d'une infection par Citrobacter rodentium (Sanos et al., 2009)
Un commensal lié au risque de maladie allergique chez I'enfant, Ruminococcus gnavus,

induit une infiltration du célon et du parenchyme pulmonaire par des eosinophiles et des
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mastocytes chez la souris via une cascade impliquant des ILC de type 2, suggérant & un
role crucial des ILC dans la tolérance immunitaire (Takayama et al., 2008).

I11.3.2.1 Fonctions des récepteurs NLR et des RLR dans ’immunité innée intestinale

Les NLR partagent une méme structure composée de trois domaines : un domaine
N-terminal variable, un domaine central de liaison aux nucléotides NBD ou NACHT
(NAIP, CIITA, HET-E, and TP1) et un domaine de 20 a 30 acides aminés riches en
leucine en partie C-terminal (LRR).

Les récepteurs cytoplasmiques NOD1 et NOD2 sont les membres de la famille
LNR les mieux décris. lls possédent un ou deux domaines CARD (Caspase recruitemnt
domain) dans la partie N-terminale qui reconnaissent des fragments de peptidoglycane
provenant dans la membrane des bactéries. Chez I’humain, le récepteur NODI est
fortement exprimé par les c6lonocytes ainsi que dans la plupart des lignées cellulaires
épithéliales (Kim et al., 2004 ; Vermaa et al., 2013). A I’inverse NOD?2 est peu exprimé
par les colonocytes mais le récepteur est exprimé par les cellules de Paneth dans 1’intestin
gréle (Hisamatsu et al., 2003 ; Lala et al., 2003 ; Ogura et al., 2003). Chez certains
patients atteints de MICI le récepteur NOD2 est surexprimé dans le c6lon, notamment
par les cellules infiltrées et par des cellules qui ont un profil proche des cellules de
Paneth. Les variations génétiques de NOD2 sont 1'un des facteurs génétiques qui
augmente chez I’humain, la susceptibilité a développer la maladie de Crohn (Berrebi et
al., 2003; Ogura et al., 2003). Cependant les récepteurs NOD1 et NOD2 n’ont pas
seulement une fonction pro-inflammatoire, ils sont également impliqués dans les effets
bénéfiques la flore intestinale sur I’homéostasie intestinale.

D’autres membres des NLR, a savoir NLRP1 et NLRP3 (Nod-like receptor family
pyrin containing) participent a ’homéostasie intestinale comme composants de structures
appelées « inflammasomes » (Martinon et al., 2002). Il existe différents types
d’inflammasomes qui détectent des signaux de dangers tres variés parmi lesquels : des
motifs microbiens (NLRP 1, 3, 4, 6, 7, 12), des toxines (NLRP1), le relargage d’ATP ou
encore une concentration anormale d’ions (NLPR3). NLRP3 reconnait de nombreux
signaux de stress cellulaire: hyperglycémie, céramides, acides gras, agrégats protéiques,
différents cristaux (cholestérol, amiante, alun), ATP extracellulaire, toxines bactériennes,
acides nucléiques bactériens et viraux, ou encore hémozoine (pigment de Plasmodium)
pour ne citer que quelques exemples. Les motifs reconnus par les différents NLRP ne

sont pas toujours connus. Il y a des relations de coopérations entre différents types de
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PRR. Ainsi I’activation des TLR augmente le niveau d’expression de NLRP3 et favorise
I’activation de I’inflammasome (Groslambert et al., 2018; Jamilloux et Henry., 2013).
L’inflammasome formé par NLRP3 est le mieux décrit. C’est une plateforme comprenant
un adaptateur et la pro-caspase 1. La formation de 1’inflammasome active la caspase 1 ce
qui permet la formation des cytokines pro-inflammatoires, 1L1J et IL18 sous leur forme

active, qui controlent la mort cellulaire par pyroptose.
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Figure 20. Inflammasome NLRP3 (formé d'un heptamére de NLRP3, des

protéines adaptatrices ASC et des pro-caspases 1 en son centre. La formation de
I'inflammasome conduit I'activation de la caspase 1 et au clivage de I'lL1p. ASC

(Apoptosis associated Speck-like protein containing a CARD) (Hansson, 2011).

111.3.3 Interactions entre le systeme immunitaire adaptatif et le microbiote

Outre les impacts des interactions hdte-microbiote sur la fonction immunitaire
innée, des recherches récentes ont également révélé des mécanismes régissant le
mutualisme entre le microbiome et le systeme immunitaire adaptatif.

Un exemple implique les cellules B, médiateurs cruciaux de I'homeéostasie
intestinale en produisant un large éventail de anticorps IgA seécrétoires sensibles aux
commensaux.46 Plusieurs grammes d'lgA sont sécrétés chaque jour dans les intestins
humains. (Pickert et al.2009) L'IgA sécrétoire peut étre produite soit de maniére
indépendante des lymphocytes T, soit de maniére dépendante des lymphocytes T. Les
IgA produites de maniére dépendante des lymphocytes T jouent un role plus important
dans la formation des communautés microbiennes intestinales (Sawa S et al., 2011).

La relation entre les IgA intestinales et le microbiote est mutualiste, en ce sens

qu'un répertoire d'lgA diversifié et sélectionneé co,ntribue au maintien d'un répertoire
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diversifié et microbiome équilibré, qui facilite I'expansion des lymphocytes T régulateurs
Foxp3+ maintien des réponses IgA homéostatiques dans une boucle régulatrice (Zelante
et al., 2013). Fait intéressant, les anticorps IgA sécrétoires intestinaux recouvrent
préférentiellement bactéries colitogénes, prévenant ainsi la perturbation de I'nomeéostasie
entérique et I'inflammation. (Sonnenberg et al., 2011).

En l'absence de lymphocytes B, ou de IgA, épithélium intestinal régulent a la
hausse les mécanismes de défense immunitaire inhérents a I'épithélium médiés par une
réponse inductible par I'interféron voies, qui sont associées a des changements ultérieurs
dans la composition du microbiome. Fait intéressant, la répression simultanée des
fonctions métaboliques liées & Gatad dans ce scénario se traduit par altération de
I'absorption intestinale et altérations métaboliques (Guo et al., 2010). Récemment, un
nouveau sous ensemble de cellules mésenchymateuses sous-épithéliales exprimant la
cytokine RANKL ont été identifiés comme servant d'inducteurs des cellules M
intestinales, favorisant ainsi la production d'IgA et la diversification du microbiote
intestinal (Zheng et al., 2008). Les études menées au cours de la derniére décennie ont
fourni une plus grande image détaillée de la diaphonie entre le microbiome intestinal et
Cellules T régulatrices CD4+. Un sous-ensemble de CD4+ régulateurs du colon Les
cellules T manquent de différenciation chez les souris GF résultant de I'absence de
consortiums bactériens capables de fermenter les fibres alimentaires en acides gras a
chaine courte (AGCC) ( Sonnenberg et al., 2012 ; Kruglov et al., 2013).

Reéactivité aux bactéries intestinales semble étre une propriété "saine" a la fois
intestinale et systémique les lymphocytes T CD4+ humains, qui peuvent soutenir
I'noméostasie en fournissant un grand pool de cellules immunitaires protectrices contre
les agents pathogenes (Goto et al.,2014). ces cellules, le sous-ensemble Th17 est
intensément étudié en raison de sa rdles ambigus a la fois dans la protection de I'hote et
dans l'inflammation troubles (Hepworth et al.,2013). L'intestin abrite des cellules Th17
fonctionnellement distinctes. Populations et leur propension inflammatoire est largement
déterminée par des bactéries distinctes provoquant leur différenciation. Cellules Th17
induites par SFB sont non inflammatoires, tandis que les cellules Th17 induites par
Citrobacter sont une source puissante de cytokines inflammatoires (Hepworth et
al.,2015).

S'il est bien établi que le microbiote est impliqué dans Thl7 différenciation dans
I'intestinet la peaulll, barriere buccale Th1l7 le développement cellulaire semble étre

largement indépendant de la croissance microbienne colonisation (Tsuji et al., 2008).
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Un autre exemple de régulation du microbiome les réponses adoptives des
lymphocytes T impliquent des lymphocytes T CD8+ (cytotoxiques), dont les fonctions
effectrices sont primordiales dans I'élimination des cellules intracellulaires agents
pathogenes et cellules cancéreuses. Bien que ces cellules nécessitent un amorcage par les
cellules professionnelles présentatrices d'antigénes (CPA) et sont amplifiées par
Signalisation des lymphocytes T CD4+ (Bernink et al., 2013). les lymphocytes T CD8+
activés par I'antigene ne montrent transition vers les cellules mémoire chez les souris GF,
dérivées du microbiote Les AGCC sont nécessaires pour promouvoir leur potentiel de
mémoire (Peterson et al., 2014). A fraction des acides biliaires primaires sécrétée dans
I'intestin s'‘échappe dans le colon ou ils sont convertis en acides biliaires secondaires par
le microbiote, et peuvent avoir diverses fonctions de signalisation qui sont encore a
explorer completement. Un travail récent a montré que les acides biliaires secondaires
dérivés du microbiote régulent le RORy+ intestinal homeostasie des cellules T
régulatrices (Thio et al., 2018). Les cellules T auxiliaires folliculaires (Tfh) sont
spécialisées pour aider les cellules B, et sont cruciaux pour la formation du centre
germinatif, la maturation de I'affinité et génération de réponses anticorps de haute affinité
et mémoire B cellules (Gury et al., 2016).

Les cellules Tfh sont impliquées dans le maintien du microbiote I'noméostasie
comme le soulignent des études montrant qu'une altération de Cellules Tfh résultant d'un
manque d'expression du co-récepteur mort cellulaire programmée 1 (PD-1) ou P2RX7
ionotrope dépendant de I'ATP peut modifier la composition du microbiote
intestinal(Shaw et al., 2018). La relation entre les cellules Tfh et le microbiote est
réciproque, car les cellules Tfh la différenciation est altérée chez les souris GF et peut
étre restaurée par administration d'agonistes du récepteur Toll-like 2 (TLR2) qui activent
T signalisation MyD88 intrinséque aux cellules (Khosravi et al., 2014).

Chez la souris, le SFB peut induire la différenciation dans les plaques de Peyer en
limitant I'acces de I'lL-2 a Cellules T CD4+, amplifiant ainsi le régulateur maitre Bcl-6
de Tfh cellules. L'axe microbiote-Tfh peut également étre pertinent dans les maladies
auto-immunes, car chez la souris, la différenciation des cellules Tfh induite par la SFB
peut stimulent la production d'auto-anticorps et exacerbent ainsi I'arthrite (Balmer et al.,
2014).

De plus, des études récentes ont commencé a découvrir les relations entre le
microbiote et les DC résidentes dans les tissus, qui représentent une classe importante

d'APC faconnant les réponses immunitaires. Les DC sont capables d'envoyer leurs
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dendrites hors de I'épithélium directement capturer les bactéries (Cerovic et al., 2014)
Récemment, une signalisation couplée a la kinase Syk dans les CD a été décrite comme
étant critique pour la production induite par le microbiote d'IL-17 et d'IL-22 par les
lymphocytes T CD4+ (Schulz et al.,2009).

De plus, une kinase non canonique inductrice de NF-xB (NIK) a été récemment
signalé comme étant un médiateur crucial de la fonction DC muqueuse. Dans la méme
étude, le NIK specifique aux DC a altéré la sécrétion d'IgA entériques et I'homéostasie du
microbiote, rendant les souris vulnérables aux maladies entériques agents pathogenes.
(Johansson et al.2005)

INTESTINE SPLEEN

commensal bacteria- - +
specific cDat T cells Ag-specificCD4™ T cells

peomt - @exeV

5 f naive CD4™ T cell
@ |
2.
=
2 T cell receptor
m
?; '.. O <D28
5 I ‘3." / cbaoL
= 2
3 "" ‘cpsorse
o, -
) - :c)\:'vqi"‘ C<D4so
e - °. = ~
e CD30/0X40

s ol memory
2 cpa*
@ T cell
memory CD4* T cell
survival
€Da™* T cell recruitment @@@3 ‘,

Figure 21. Interactions des cellules T ILC-CD4+ du groupe 3.
(Von Burg N et al.2015)

Un ensemble relativement inexploré de cellules immunitaires ayant une relation

cruciale avec le microbiote commensal est représenté par les cellules T tueuses naturelles
invariantes (iNKT). Le microbiote intestinal affecte les phénotypes et les fonctions des
INKT chez la souris, les INKT provenant d'animaux GF présentant un phénotype moins
mature et une activation réduite par les antigenes (Spanogiannopoulos et al., 2016).

B. fragilis a pu restaurer I'iNKTnombre de cellules chez les souris GF et pour

protéger les animaux contrecolite induite par I'oxazolone.
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111.3.4 Intervention du microbiote intestinal dans le développement du systeme
immunitaire

L’interaction du tractus gastro-intestinal avec les bactéries qu’il colonise est le lieu
principal qui permet d’enclencher la maturation des lymphocytes T. A la naissance, c’est
la fonction des lymphocytes Th2 qui prime sur la fonction des lymphocytes Thl. Or ce
sont ces lymphocytes Th2 qui entrainent des phénomenes allergiques puisque les
cytokines qu’ils produisent sont notamment impliquées dans la réponse humorale avec
production d’anticorps. C’est 1a qu’intervient I’exposition antigénique. Celle-ci permet
de stimuler le développement des lymphocytes Th1l et ainsi de restaurer la balance entre
I’immunité cellulaire qu’entrainent les lymphocytes Thl et I'immunit¢ humorale
entrainée par les lymphocytes Th2 (FUJIMURA et al., 2011). Il y a établissement d’une
homéostasie entre Th2 et Thl qui permet d’instaurer le phénoméne de tolérance
protégeant ainsi 1’hdte contre le développement d’un terrain atopique (BJORKSTEN et
al., 1999). Le microbiote intestinal induit donc la différenciation des cellules T en
lymphocytes Thl qui corrige I’excés de réponse Th2 instaurée naturellement a la
naissance.

Les connaissances que nous avons au sujet du développement du systeme
immunitaire en rapport avec le microbiote intestinal proviennent d’un modele sur souris
« germ-free », c'est-a-dire sur des souris qui n’hébergent pas de microorganisme dans
leur intestin ou toute autre surface corporelle. L’étude de ce modéle « germ-free » a
permis de mettre en évidence que 1’absence de stimulation microbienne a un effet dans le
développement de I’immunité innée (FUJIMURA et al., 2011).

La comparaison du modele conventionnel avec des souris colonisées et ces souris
germ-free a mis en évidence le rdle important des bactéries intestinales dans le
développement complet du réseau veineux au niveau intestinal. En effet, les souris germ-
free développent peu de villosités capillaires. De plus, cette étude a pu montrer que la
flore commensale joue un role dans le développement des lymphocytes B au niveau des
plaques de Peyer et ainsi dans la formation des IgA qui constituent la premiere barriéere
de défense des muqueuses de I’organisme. Une absence de lymphocytes T au niveau des
plaques de Peyer est également décelée chez les souris germ-free, ce qui empéche le
développement du phénomeéne de tolérance orale. Le modele germ-free a effectivement
montré un nombre de LT et de LB circulant faible ainsi qu’un nombre d’IgA fortement

diminué (FUJIMURA et al., 2011).
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Une supplémentation en bactéries non pathogénes telle que Lactobacillus
plantorum a mis en évidence une augmentation de I’expression des récepteurs Nod2.
Ceci illustre le role de la flore commensale dans la régulation de I’expression de Nod2. Il
existe une homéostasie intestinale entre la flore commensale et I’immunité de 1’hote .
(FUJIMURA et al.,2011)

Une étude, toujours sur souris germ-free, a mise en évidence que sans colonisation
du tractus gastro-intestinal, les lymphocytes T produisent naturellement plus de cytokines
de type Th2 telle que I’'IL-4. La colonisation de ces souris par une bactérie commensale
Bacteroides fragilis a permis le développement d’une réponse a profil Thl avec
davantage production de I’IFN-gamma. La balance Th2/Thl est alors retrouvée (
Loughlin et al., 2011).

I11.4 Infleunce du microbiome environnemental perturbation du systéme

immunitaire

Le microbiome intestinal est faconné par une multitude des facteurs dont les
impacts dominent sur la génétique de I'hdte. Ces facteurs environnementaux, y compris
I'alimentation, l'utilisation d'antibiotiques, le mode de vie occidentalisé ,.. etc, sont des
déclencheurs potentiels de maladies inflammatoires et auto-immunes. (Vojdani et al.,
2014). Compréhension de la modulation du microbiome intestinal environnemental et de
son impact sur la maladie la propension n'en est encore qu'a ses balbutiements.
Actuellement, les sources environnementales de variation du microbiome les mieux
étudiées sont le traitement antibiotique et l'alimentation

I11.4.1. Perturbations du microbiome induites par les antibiotiques

Les antibiotiques sont un traitement indispensable contre les maladies infectieuses
et leur introduction a radicalement changé les soins de santé et I'espérance de vie
humaine. Cependant, les preuves suggerent que l'utilisation d'antibiotiques pendant
I'enfance est associée au développement d'une gamme de maladies a médiation
immunitaire, y compris les allergies et les MIl (Yamamoto et al., 2017).

La prise d'antibiotiques affecte profondément la composition et la fonction du
microbiote intestinal et peut introduire des effets indésirables durables sur I'ndte
(Becattini et al., 2016). Différents sous-ensembles et fonctions de cellules immunitaires
peuvent étre dysbiose microbienne. Chez le rat, I'administration d'antibiotiques inhibe
I'activation des mastocytes de la muqgueuse intestinale et supprime I'absorption des lipides

alimentaires (Sato et al., 2016).
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La perturbation microbienne a large spectre médiée par les antibiotiques et la
déplétion des SCFA deérivés du microbiote provoquent une hyperactivation des
macrophages intestinaux et une expansion des cellules T auxiliaires proinflammatoires et
augmentent la sensibilité aux infections (Scott et al., 2018). De plus, le traitement
antibiotique permet la prolifération de champignons entériques, favorisant ainsi la
polarisation des macrophages pulmonaires M2, qui a son tour favorise I'inflammation
allergique des voies respiratoires (Kim et al., 2014).

La perturbation du microbiote par les antibiotiques entraine une amélioration des
réponses cellulaires Thl spécifiques aux agents pathogénes et de la pathologie tissulaire
dans un CX3CR1+maniére MNP-dépendante (Kim et al., 2018).

RORyt considérablement réduit+ Les Tregs chez les souris GF ou traitées aux
antibiotiques favorisent les réponses immunitaires associees au type Th2 et
I'inflammation lors d'une infection par les helminthes (Ohnmacht et al., 2015).

Chez les humains présentant une altération préexistante du systeme immunitaire,
I'épuisement du microbiome par des antibiotiques a large spectre entraine non seulement
une diminution de la réponse anticorps a la vaccination contre la grippe saisonniere, mais
conduit également a une augmentation des signatures inflammatoires circulatoires et a
une altération des profils du métabolome plasmatique (Hagan et al., 2019). Les
conséquences a long terme sur la santé des altérations du microbiome induites par les
antibiotiques chez I'nomme meéritent des études observationnelles et des essais cliniques a

plus long terme.
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Figure 22. Dérégulation de I'interaction microbiome-immunité dans la

maladie.
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Sous l'influence de certains facteurs environnementaux et de la susceptibilité
génetique de I'héte, des interactions aberrantes entre le microbiome et le systeme
immunitaire de I'ndte contribuent au développement de divers troubles a médiation
immunitaire. Dans les MICI, par exemple, [l'utilisation d'antibiotiques ou des
changements alimentaires, en présence d'une susceptibilité génétique (p.NOD2
mutation), peut entrainer des altérations de la configuration du microbiome intestinal, y
compris une diminution de la richesse et une composition taxonomique et métabolite
perturbée. Ces altérations du microbiome sont fortement associées a des reponses
immunitaires muqueuses aberrantes, notamment des réponses de type Th17, Thl et Th2
régulées a la hausse, des cellules T régulatrices a la baisse et une immunité humorale
dérégulée. Cela peut finalement entrainer une inflammation intestinale chronique et
cliniguement manifeste et des lésions tissulaires.

111.4.2. Altérations du microbiome induites par I'alimentation

Des études récentes ont commencé a déméler les liens entre la modulation du
microbiote alimentaire et I'immunité de I'hdte. Les régimes alimentaires de style
occidental affectent profondément la configuration du microbiome intestinal et ont un
impact négatif sur l'immunité de I'néte (Christ et al., 2019). Par exemple, une
alimentation riche en graisses saturées augmente les niveaux d'acide taurocholique, un
acide biliaire secondaire, et favorise a son tour I'expansion deBilophila wadsworthia.Ce
pathobionte favorise les réponses immunitaires de type Th1l et augmente la susceptibilité
a la colite chez 1L10-/-souris.137Un régime alimentaire riche en graisses peut également
aggraver la gravité de la maladie dans la colite murine induite chimigquement en
perturbant I'homéostasie des DC intestinales, éventuellement en réduisant les niveaux de
butyrate et d'acide rétinoique ( Cheng et al., 2016).

Les acides gras a longue chaine alimentaires peuvent exacerber l'auto-immunité
dans le systeme nerveux central (SNC) en modulant le microbiome et le métabolome
intestinaux (Haghikia et al., 2015). Chez la souris, apport de glucides alimentaires,
certains probiotiques,140édulcorants artificiels et émulsifiants peut moduler I'immunité
et lI'inflammation de I'hGte, en partie médiées par des changements de composition du
microbiome intestinal. Chez I'nomme, les individus avec une plus grande abondance
fécale du genre bactériencomposeuret des niveaux inférieurs de Coriobactériesles

membres de la famille présentent des taux sériques réduits de la cytokine pro-
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inflammatoire IL-6 aprés une consommation a court terme de grains entiers (Martinez et
al., 2013).

En plus de la quantité et du contenu alimentaires, il a été récemment démontré que
le moment de l'apport alimentaire affecte la composition du microbiome et, par
conséquent, I'immunité. Le jelne intermittent améliore la gravité de la maladie dans un
modele murin d'encéphalomyélite auto-immune et chez les patients atteints de sclérose
en plaques par I'équilibrage médié par le microbiote des cellules T productrices d'IL-17 et
régulatrices (Cignarella et al., 2018).

Dans un modéle de colite murine, un régime imitant le jelne a exercé un effet
protecteur en modulant le microbiome intestinal, y compris une augmentation de
Lactobacille (Rangan et al., 2019). En revanche, un apport alimentaire inadapté accélere
la carcinogenése colique associée a l'alcool en réduisant le nombre de bactéries
productrices de butyrate et d'AGCC, ce qui provoque un déséquilibre muqueux
Th17/lymphocytes T régulateurs (Bishehsari et al., 2020).

111.4.3 Influences Génétiques

Des études sur des paires de jumeaux ont découvert les noms de certains taxons
héréditaires dans la communauté microbienne intestinale. Les travaux menés par Ruth
Ley ont révélé, lors de I'analyse des échantillons fécaux de 416 paires de jumeaux de la
cohorte TwinsUK, que la génétique humaine a particulierement influencé I'abondance
des bactéries dans famille Christensenellaceae; ces bactéries coexistent avec d'autres
bactéries héréditaires et avec des archées méthanogenes. De plus, Christensenellaceae et
son groupe de micro-organismes co-occurrents étaient associes a une indice de masse
corporelle inférieur. Lorsgu'un microbiote associé a I'obésité humaine et Christensenella
minuta ont été transférés a des souris sans germes, les consortiums ont modifié le
microbiote intestinal et réduit la prise de poids chez les animaux, fournissant preuve que
les bacteéries intestinales influencées par les genes humains peuvent avoir un impact sur

I'nbte métabolisme et/ou poids corporel (Goodrich et al., 2014).

111.4.3.1 Maladies inflammatoires de D’intestin: des maladies génétiques histoire
familiale

Plusieurs observations permettent d’avancer que les MII sont au moins en partie

des maladies génétiques. En effet, plusieurs études montrent qu’un individu souffrant de

MII est plus susceptible d’avoir un membre de sa famille qui en souffre aussi. Des études

populationnelles concluent que de 5 a 10% des patients ont un membre de leur famille

rapprochée qui souffre aussi de MII (Binder,1998). Le risque relatif a la fratrie est estimé
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a 30 a 40 fois pour la MC et 10 a 20 fois pour la CU. Les études de jumeaux supportent
la théorie d’une contribution génétique, les taux de concordance étant plus élevés pour
les monozygotes que pour les dizygotes surtout pour la MC (27-58% vs 0-12%) mais
aussi pour la CU (6-15% vs 0-6%) (Halfvarson,2011). De plus, il a été observé que 1’age
de diagnostic et le phénotype de la maladie sont aussi héréditaires dans la MC (Bayless et
al,1996). Finalement, des études ont montré que les membres de la famille rapprochée de
patients souffrant de MC ou CU sont plus a risque de développer la CU ou la MC,
respectivement, ¢’est-a-dire que certains facteurs de risques génétiques sont communs a
ces deux maladies (Probert et al., 1993). Mais les MII sont des maladies complexes,
d’un point de vue génétique. Une architecture complexe de génes, d’interactions
géniques, d’environnement, d’interactions génes-environnement est a l’origine de la
pleine manifestation du phénotype de la maladie (Taramelli et Acquati, 2004). De plus,

chaque gene n’a souvent qu’un effet modeste sur le risque de développer la maladie.

111.4.4 Infections

Il semble que les infections puissent aussi perturber le microbiote intestinal et que
cela est potentiellement liée a des effets durables sur la fonction immunitaire. Les travaux
du laboratoire de Yasmine Belkaid ont montré une association entre un agent infectieux
et maladie chronique via le microbiote : aprés la résolution de l'infection a Yersinia
pseudotuberculosis chez la souris, les chercheurs ont observé une inflammation et une
fuite lymphatique soutenues dans le tissu adipeux mésentérique qui ont entrainé une
altération persistante des fonctions immunitaires des muqueuses. Fait important, un
microbiote était nécessaire pour que cette réponse inflammatoire soit maintenu (Fonseca
et al., 2015). Il a ainsi été démontré qu'une seule infection aigué initie une « cicatrice
immunologique » activée par le microbiote intestinal. L'applicabilité de cette recherche a

I'homme reste a voir

I111.5 R6le du microbiote intestinal dans la santé humaine

Le microbiome fait référence aux génomes collectifs des micro-organismes dans un
environnement particulier, et le microbiote est la communauté des micro-organismes
eux-mémes. le tractus gastro-intestinal humain. (Bull et Plummer., 2014).

le microbiome est désormais considéré comme un organe virtuel du corps. Le
génome humain se compose d'environ 23 000 genes, tandis que le microbiome encode

plus de trois millions de genes produisant des milliers de métabolites, qui remplacent de
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nombreuses fonctions de I'néte (Vyas et al., 2012). influencant par conséquent la forme
physique, le phénotype et la santé de I'hote.
111.5.1 Métabolique
Une interaction clé entre I'nGte et le microbiote est le métabolisme de certains
substrats alimentaires par le microbiote, comme la fermentation des glucides
alimentaires. Le génome humain ne code pas pour les lyases polysaccharidiques et
possede un nombre limité de glycosides les hydrolases, groupes d'enzymes qui digerent

les glycanes.

(dont l'amidon résistant, [l'inuline, lignine, pectine, cellulose et fructo-
oligosaccharides (FOS)) (Rowland et al.,2018).

Au lieu de cela, les glycanes sont dégradés par des bactéries, principalement par
des membres de la genres Bacteroides, Bifidobacterium et Ruminococcus. La
fermentation bactérienne des glycanes entraine la formation d'acides gras a chaine courte
(AGCQC) tels que le butyrate, I'acétate et le formiate (Zmora et al., 2019 ; Rowland et
al., 2018). Les SCFA peuvent jouer un rdle dans la régulation des acides aminés
impliqués dans le traitement et la signalisation métaboliques, et agissent également
comme cofacteurs essentiels pour d'autres bactéries (Turnbaugh et al., 2006). Pour
exemple, Faecalibacterium prausnitzii (F. prausnitzii), un micro-organisme clé associé
fragile, nécessite de I'acétate, le principal AGCC, pour se développer (Rowland et al.,
2018 ; Jackson et al., 2016)

Parce que le microbiote métabolise les substrats non disponibles pour I'hbte, le
microbiote joue un réle dans la récolte d'énergie. Le r6le du microbiote dans la récolte
d'énergie est reflété par des observations de souris sans germes, qui n‘acquierent pas bien
I'énergie de la nourriture et dont on observe qu'elles prennent du poids suite a la
conventionnalisation avec un microbiote intestinal "normal™ (Béckhed et al., 2004), bien
que cela a été remis en question par une derniere étude ou l'absence d'un microbiote
intestinal ne protégeait pas les souris de I'obésité induite par I'alimentation (Fleissner et
al., 2010) .

Le microbiote est également reconnu pour son réle dans la biosynthése des
vitamines, y compris plusieurs vitamines B et vitamine K (Kau et al., 2011). Les
vitamines B ne sont pas produites en quantités suffisantes chez I'nomme et sont

essentielles dans les processus métaboliques et synthese d’ADN. Analyse des génomes
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microbiens de 256 microbes communs suggérent une distribution diversifiée des voies de
synthése de la vitamine B, avec certaines espéces voies d'expression pour plusieurs
vitamines B étudiées et d'autres n'en exprimant aucune. Cette suggeére une co-évolution
des microbes non seulement avec leurs hdtes mais aussi au sein de la communauté

microbienne (Magnusdottir et al., 2015).

Les acides biliaires jouent un réle dans la régulation métabolique. Les acides
biliaires primaires sont synthétisés par la foie, et certains sont métabolisés par le
microbiote intestinal en acides biliaires secondaires. Microbien les acides biliaires
dérivés ont été impliqués dans la régulation de la lipogenese et gluconéogenese dans le

foie et les organes périphériques (Tremaroli et Backhed, 2012).

On a observé qu'ils se lient au récepteur farnésoide X (FXR), qui abaisse
triglycérides plasmatiques et altere I'noméostasie du glucose, et dont I'expression est
réduit dans les modeles animaux de diabéte (Lefebvre et al., 2009). Bile dérivée
microbienne les acides peuvent également réguler la dépense énergétique
indépendamment de FXR via l'activation du G récepteur couplé aux protéines (GPR -
récepteurs transmembranaires eucaryotes) TGR5 (Tremaroli et Backhed, 2012 ;
Lefebvre et al., 2009). Cela souligne encore le réle de produits dérivés microbiens dans

la régulation métabolique.

111.5.2 Résistance et protection

La succession écologique, le processus écologique par lequel un habitat est
colonisé, peut faconner I'avenir d'un habitat. Suite & des perturbations de I'écosysteme, la
les colonisateurs, ou espéces fondatrices, sont généralement favorisés. Cette idée a été
appliquée a le microbiote intestinal comme « hypothése fondatrice ». L'hypothése stipule
que lors de la premiére les microbes de colonisation accedent a une ressource limitée,
comme un nutriment, qui définit sa niche. Exposition ultérieure a des micro-organismes
qui pourraient occuper la méme niche se traduit par une exclusion du concurrent et donc
une résistance a la colonisation (Litvak et Baumler, 2019). D'autres études ont noté que
bien qu'il y ait une influence a long terme des especes fondatrices, I'assemblage de la
communauté de succession au fil du temps réagit aux changements environnementaux

d'une maniere qui atténue les effets de I'exposition initiale (McCafferty et al., 2013).

Les produits métaboliques du microbiote peuvent empécher activement

I'expansion pathogene dans le intestin; par exemple, l'acétate prévient ['infection
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d'Escheria coli dans I'épithélium intestinal (Samuel et al., 2008 ; Kau et al., 2011). De
plus, on pense que le microbiote protéger [I'h6te de certains contaminants
environnementaux ; il y a par exemple suggestion qu'un microbiote intestinal sain limite

la charge de plomb en métaux lourds (Jérdme Breton et al., 2013).

111.5.3 Microbiote intestinal et I'obésité

Le microbiote intestinal semble jouer un réle dans le développement et la
progression de I'obésité. La plupart des études sur les personnes en surpoids et obeses
montrent une dysbiose caractérisée par une moindre diversité (Manichanh et al., 2006).
Les souris sans germes qui recoivent des microbes fécaux d’humains obéses prennent
plus de poids que les souris qui recoivent des microbes d'humains en bonne santé.
(Goodrich et al., 2014). Une vaste étude sur des jumeaux britanniques a révélé que le
genre Christensenella était rare chez les personnes en surpoids et, lorsqu'il était
administré a des souris sans germes, empéchait la prise de poids (Goodrich et al., 2014).
Ce microbe et d'autres comme Akkermansia sont en corrélation avec des dépdts de

graisse viscérale plus faibles (Beaumont et al., 2016).

Bien que la plupart des preuves de confirmation proviennent de modéles de
souris, le gain de poids a long terme (sur 10 ans) chez I'nomme est corrélé a une faible
diversité du microbiote, et cette association est exacerbée par un faible apport en fibres

alimentaires (Menni et al., 2017).

La dysbiose du microbiote intestinal favorise probablement I'obésité induite par
I'alimentation et les complications métaboliques par une variété de mécanismes, y
compris la dérégulation immunitaire, la régulation énergétique altérée, la régulation
hormonale intestinale altérée et les mécanismes pro-inflammatoires (tels que les
endotoxines lipopolysaccharidiques traversant la barriére intestinale et pénétrant dans la

circulation porte) (Baothman et al., 2016).

Le microbiome intestinal est essentiel a de nombreux aspects de la santé humaine,
notamment les traits immunitaires, métaboliques et neurocomportementaux. Des preuves
a des degrés divers provenant de modéles animaux (De Palma et al., 2017 ; Wiley et al.,
2017) et d'études humaines 11-13 soutiennent le réle du microbiome intestinal dans la
santé humaine. Les modeles animaux peuvent aider a identifier les microbes et les
mécanismes, bien que la mesure dans laquelle les résultats se traduisent chez I'nomme ne

soit pas claire. Chez I'nomme, les études observationnelles peuvent montrer des
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associations transversales entre les microbes et les traits de santé, mais sont limitées par
I'incapacité de mesurer la cause et I'effet

Les interactions mutualistes entre le microbiote entérique et I'hdte humain sont
essentielles pour la santé (Falony et al ., 2016) . En effet, le microbiote entérique peut
sécréter des molécules (appelées « pharmabiotiques ») (Vogtmann et al., 2016) qui
inhibent les agents pathogénes de I'hdte, métabolisent les composés nocifs pour I'h6te en
substances moins toxiques et produisent une gamme de composés bioactifs tels que les
composés linoléiques conjugués. (CLA), les acides gras a chaine courte (SCFA) et I'acide
gamma-aminobutyrique (GABA) qui peuvent jouer un role dans la protection contre les
maladies liées au mode de vie telles que le cancer, I'obésité et les maladies
cardiovasculaires (Ranjan et al., 2016). De plus, le microbiote contribue a des voies
biochimiques que I'hnomme ne peut pas traiter en raison du manque de génes appropriés
(Zhao et al., 2017), telles que la fermentation de polysaccharides alimentaires indigestes,
le métabolisme de protéines complexes et la synthese de vitamines

(Ranjan et al., 2016 ;Wong et al., 2006). Le microbiote intestinal du nourrisson
peut également influencer de maniere significative la maturation du systeme immunitaire
au cours des premiers jours de la vie (De Vadde et al., 2013). Remarquablement, la
colonisation de l'intestin du nouveau-né joue un réle clé dans le développement et le
réglage fin des réponses immunitaires intestinales. La perturbation de ce processus, due
par exemple a une antibiothérapie, peut avoir des conséquences a long terme sur la sante,
entrainant des troubles immunitaires tels que l'eczéma, la rhinite allergique et les

maladies inflammatoires de l'intestin (MICI), (Frost et al., 2014).

Comportement
- Anxiété
- Perception
de la douleur

Métabolisme

- Modulation de la dépense
énergetique

- Accessibilité des nutriments
- Production d’acides gras

a chaine courte
- Regulation de I'adiposite Microbiote
intestinal

¥ Homéostasie de l'os

- Ostéoclastes
- Masse osseuse

Figure 23.Microbiote intestinal et ses réles multiples chez son héte adaptée
(Sommer et Backhed 2013).
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Il participe & la digestion des aliments. Le microbiote fermente les restes
alimentaires indigestes dans le colon. Il nous permet également d'absorber certains
nutriments et de synthétiser les acides gras a chaine courte indispensables a notre sante,
ainsi que les vitamines K, B12 et B8. Il régule également I'absorption des acides gras, du

calcium et méme du magnésium (Sender et al., 2016).

Le microbiote intestinal remplit un réle de protecteur : il colonise le systeme
digestif et prend ainsi 1’espace qui pourrait autrement servir au développement de
cellules pathogénes. Il opere un tri naturel entre les micro-organismes bénéfiques et ceux
qui peuvent étre néfastes pour la santé. Par ailleurs, le microbiote contribue au maintien
d’une muqueuse intestinale en bonne santé pour assurer son double réle d’absorption
des nutriments et de barriére a I’invasion de substances pathogénes, irritantes ou

allergenes (Burcelin et al., 2016).

111.5.4 Perspectives
Au cours des derniéres années, il y a eu une augmentation de la recherche sur le
microbiome et lI'accent a commencé a se déplacer des études corrélationnelles vers des
études mécanistes et cliniques pour comprendre comment le microbiome est capable
d'influencer la santé humaine et la progression de la maladie (Fischbach,2018).
Cependant, ce n'est pas sans ses limites et ses améliorations doivent étre apportées afin
d'améliorer notre compréhension du microbiome et de pouvoir traduire cette

compréehension pour nous aider a moduler le microbiome pour améliorer notre santé.

Compte tenu de la diversité, de la variabilité et de la complexité du microbiome
intestinal, les interactions entre les espéces microbiennes peuvent jouer un réle clé dans
la santé humaine par opposition a la seule influence d'une seule espéce ou souche
(Kashyap et al ., 2017) et doivent étre prises en compte lors de I'étude des voies

mécanistes (Joglekar et Segre ,2017).

Une approche «ascendante», basée sur I'analyse des interactions par paires dans
une communauté de microbiomes intestinaux synthétiques a l'aide d'un modele Lotka-
Voltera geénéralise, a été suggérée pour compléter la compréhension de I'écologie
microbienne intestinale et de la maniere dont les vastes communautés bactériennes
interagissent les unes avec les autres. autre. L'utilisation d'interactions par paires peut étre
plus appropriée pour prédire la capacité de probiotiques specifiques a persister dans

I'intestin, ou pour déterminer les effets de I'élimination d'une espéce particuliére, par
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opposition aux interactions d'ordre supérieur. (Abreu et al.,2018 ; Venturelli et al.,
2018). Les probiotiques synbiotiques et multi-souches ont également été proposés pour
conférer des avantages plus durables par rapport aux probiotiques monospécifiques
souvent utilisés dans les études actuelles et pourraient constituer un domaine de

recherche intéressant a l'avenir (Bambury et al., 2018).

Le « Saint Graal » de la recherche sur le microbiome est de pouvoir manipuler le
microbiome de maniére slre et efficace pour améliorer la santé. La capacité d'adapter les
thérapies en fonction du microbiome personnel d'un individu, tout en tenant compte des
variations interindividuelles, est un idéal noble mais en fait un bras indispensable de la
médecine personnalisée (Kashyap et al., 2017). Bien que séduisante, la promesse des
thérapies basees sur le microbiome est encore limitée par le manque de littérature
explorant les relations causales entre le microbiome et I'état de la maladie (Mimee et
al,2016). De plus, bien que les effets des probiotiques aient été explorés dans des études
cliniques, les rapports sur les méfaits font encore défaut et ne permettent pas de
déterminer la sécurité des interventions probiotiques (Bafeta et al., 2018).

Le r6le fonctionnel du microbiome intestinal chez I'homme a été démontré a l'aide
de la transplantation de microbiote fécal (DeFilipp et al., 2018). Cette procédure est
efficace dans les cas d'infection sévére a Clostridium difficile réfractaire aux
médicaments et est maintenant couramment utilisée a cette fin dans le monde entier
(Schneider et al., 2018). Pour d'autres pathologies, les greffes fécales ne sont pas encore
des pratiques cliniques mais ont été explorées (Cammarota et al., 2017).

Par exemple, la transplantation de matieres fécales d'un donneur sain maigre
(allogénique) a des receveurs atteints du syndrome métabolique a entrainé une meilleure
sensibilité a l'insuline, accompagnée d'une composition altérée du microbiote, que

I'utilisation de matiéres fécales autologues (Kootte et al., 2017).

Les effets néfastes sur le microbiome des médicaments et des ingrédients
alimentaires transformes ne peuvent plus étre ignorés. Compte tenu des lacunes actuelles
dans les connaissances, nous ont besoin de preuves cliniques pouvant étre traduites en
pratique clinique, idéalement par le biais d'études contrdlées randomisées qui utilisent
des matrices cohérentes de prébiotiques ou de probiotiques ou une transplantation de
microbiote fécal pour évaluer les changements dans la composition du microbiote

intestinal et les résultats pour la sante.
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VI1.Conclusion

La flore intestinale, ou microbiote, est I’ensemble des micro-organismes non
pathogénes dits commensaux, vivant dans un environnement spécifique appelé
microbiome, chez un hdte qui peut étre animal ou végétal ou une matiére pouvant étre
elle-méme d’origine animale ou végétale (Burcelin, et al., 2016).

Le microbiote n’est pas distribué¢ de facon homogene, sa composition varie tout au

long du tractus et se densifie de I’intestin gréle au colon

Le microbiote intestinal humain est composé de 10'* bactéries ainsi que d’autres
micro-organismes comme les virus, les champignons et les archées.

L’¢tude du microbiote intestinal a dévoilé le role fondamental qu’il joue dans la
physiologie intestinale mais aussi dans la santé humaine de facon plus générale. Dans ce
travail, nous exposons la structure et le rdle du microbiote intestinal ainsi que son
implication en pathologie humaine et d’autres phénomenes biologiques. Apres la
colonisation bactérienne du tube digestif chez le nourrisson, la composition du microbiote
intestinal est unique a chaque individu.

Des approches culture-indépendantes et, plus récemment, [’avénement du
séquencgage haut débit ont permis de décrire précisément la structure et la diversité du
microbiote intestinal ainsi que son altération en pathologie. Le microbiote intestinal est
impliqué dans la maturation du systtme immunitaire et dans de nombreuses voies
métaboliques fondamentales. Le déséquilibre des populations du microbiote intestinal ou
dysbiose a des conséquences fonctionnelles importantes et est impliqué dans de
nombreuses pathologies.

L’impact du microbiote sur le développement fait aujourd’hui 1’objet de travaux de
plus en plus nombreux. Ceux-ci démontrent le caractere dynamique du dialogue entre
I’hdte et son microbiote, et suggeérent de fagon inattendue le role prépondérant d’un
nombre limité de bactéries dans I’activation du systéme immunitaire, notamment dans
I’intestin. Le microbiote intestinal remplit un réle de protecteur : il colonise le systéme
digestif et prend ainsi I’espace qui pourrait autrement servir comme un tri naturel entre les
micro-organismes bénéfiques et ceux qui peuvent étre néfastes pour la santé.

Compte tenu des lacunes actuelles dans les connaissances, le besoin de preuves
cliniques pouvant étre traduites en pratique clinique, idéalement par le biais d'études
contr6lées randomisées qui utilisent des matrices cohérentes de prebiotiques ou de
probiotiques ou une transplantation de microbiote fécal pour évaluer les changements

dans la composition du microbiote intestinal et les résultats pour la sante.
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