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Avant-propos

La microflore intestinale joue un réle important dans la physiologie et la
physiopathologie du tube digestif. Les interactions entretenues entre la flore,
I'épithélium et le systéme immunitaire maintiennent le tube digestif dans un
état "d'inflammation physiologique" contrélée. Des progrés considérables ont
été faits dans le but de faire avancer les connaissances dans le domaine de
I'écologie digestive grace notamment aux nouvelles méthodes moléculaires
permettant de caractériser les écosystemes microbiens. Par ses interactions
complexes avec I'hdte, la microflore intestinale stimule les fonctions
immunitaires et participe ainsi a I’'homéostasie de I’'h6te. Or des modifications
de I'équilibre bactérien intestinal (stress, agents infectieux et/ou
inflammatoire, facteurs alimentaires, médication....) peuvent conduire, a
court ou long terme, a une rupture de I’'homéostasie et apparition de
pathologies digestives (gastro-entérites infectieuses, maladies inflammatoires,
allergiques alimentaires). Dans ce contexte, I'administration de probiotiques
pourrait étre envisagée comme un moyen préventif ou réparateur de la
rupture de I'homéostasie intestinale occasionnée par ces modifications de la
flore résidente.

Dérivant du mot grec désignant la vie, "bios", le terme de probiotique est
né de l'observation de l'influence positive de certains micro-organismes et
notamment des bactéries lactiques sur la flore intestinale. Micro-organismes,
qui lorsqu'ils sont ingérés vivants et en quantité suffisante exercent un effet
positif sur la santé de I'h6te, les probiotiques font I'objet de nombreux
travaux avec plus de 1200 articles publiés dans des revues scientifiques ces

15 derniéres années, contre une vingtaine avant 1990. Les études conduites
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chez I'animal, ainsi que les études cliniques suscitent aujourd’hui un espoir
dans le traitement de certaines pathologies par les probiotiques dont le
champ thérapeutique potentiel est vaste et ne se limite pas a la sphere
digestive.

Toutefois, un effort considérable reste a faire dans "l'approche
mécanistique" de l'action des probiotiques. En effet, bien qu’ils représentent
une faible portion de la masse microbienne du systéme gastro-intestinal de
I'homme, ils semblent y jouer des rbéles biologiques déterminants par des
voies qui doivent encore étre élucider. Ainsi les voies d'interaction bactérie-
hote, les mécanismes impliqués ou encore la spécificité souche bactérienne
en mono ou pluri-asssociation et pathologie traitée constituent des champs
d'explorations scientifiques.

De facon générale, les effets bénéfiques des probiotiques observés chez
I'animal et chez I'homme peuvent étre associés a un renforcement de la
barriere digestive dans sa composante immunitaire et non-immunitaire. Les
probiotiques sont en effet considérés comme des "facteurs" protecteurs vis-a-
vis des risques d'apparitions de pathologies digestives. Les maladies
inflammatoires chroniques de l'intestin (MICI) et les troubles fonctionnels
intestinaux (TFI) comptent parmi ce type de pathologies. De plus, bien que
I'étiologie exacte de ces pathologies digestives demeure mal connue, les
données épidémiologiques et physiopathologiques révelent Il'existence d'un
lien de causalité entre l'apparition de ces maladies et l'intervention entre
autre de facteurs infectieux et/ou immunologiques.

Les MICI sont des maladies graves, de faible prévalence mais tres
invalidantes évoluant par poussées successives (phases aigués) entrecoupées
de phases de rémission et les traitements sont trés variés. Les symptdémes
associés sont de fortes douleurs abdominales, des diarrhées fréquentes et
parfois sanglantes. De nombreux arguments plaident en faveur de
I'implication de la flore intestinale dans la survenue des MICI via le systeme
immunitaire muqueux intestinal. Schématiquement, les deux mécanismes
impliqués concernent d'une part I'action de la flore intestinale sur le systeme
immunitaire (réle  pro-inflammatoire des composants bactériens,

augmentation de la perméabilité intestinale, recrutement des cellules
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inflammatoires...) et d'autre part la réponse anormale de I'hdte vis-a-vis de la
flore intestinale (rupture de tolérance, modulation de la résistance aux
bactéries par les cytokines...).

Les TFI sont des pathologies de faible gravité mais de forte prévalence
(20% de la population des pays occidentaux) dont les traitements sont
décevants. Les TFI et en particulier le syndrome de l'intestin irritable (SllI)
sont caractérisés par difféerents symptéomes (alternance de diarrhées et de
constipation, ballonnement, douleur abdominale ...) avec en dénominateur
commun I'hypersensibilité viscérale associée a la distension de la paroi
intestinale. Les études clinigues montrent qu'environ 1 patient sur 3 ayant
présenté une infection bactérienne dveloppe dans les 3 mois qui suivent la
fin de l'infection les symptomes du SllI : pathologie que I'on appelle syndrome
de l'intestin irritable post-infectieux.

Une application thérapeutique des probiotiques pourrait étre envisagée
dans le traitement de ces pathologies ou un déséquilibre de la flore et des
réponses immunitaires est impliqué. Dans ce contexte d’'applications
thérapeutiques possibles, un effort considérable reste a faire dans la
compréhension et dans la détermination des mécanismes d'action impliqués
dans les effets exercés par les probiotiques. Aussi, une approche plus
rationnelle dans la sélection des ces agents microbiens pourrait étre proposée
afin de préjuger de leurs potentialités thérapeutiques. Par exemple, dans
I'objectif d'une application thérapeutique dans les pathologies d'origine
inflammatoire, cette approche pourrait étre basée sur le choix préalable d'une
bactérie dont un ou plusieurs métabolites seraient susceptibles d’exercer un
pouvoir anti-inflammatoire. Evaluer les mécanismes d'action des probiotiques
a l'aide d'études in vitro et in vivo sur des modéles animaux est indispensable
méme si la transposition des résultats a I'nomme reste difficile. Il est clair que
compte tenu de la spécificité de I'écologie microbienne de chaque espéce, la
recherche des effets des probiotiques sur I'hdte humain en amont de leur
utilisation thérapeutique parait indispensable.

Concernant I'exploration des meécanismes d'action dans l'inflammation
coligue chez l'animal, le modéle de colite induite par le TNBS (acide

trinitrobenzéne sulfonique) est largement utilisé. Ceci réside dans la similarité
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entre cette colite induite et les MICI au niveau non seulement des signes
cliniques et des conséquences histopathologiques, mais également des
médiateurs impliqués. Parmi ces médiateurs figure le monoxyde d'azote (NO).

Le NO est un gaz radicalaire, lipophile qui a été décrit comme étant un
médiateur jouant un rbéle prépondérant dans la régulation de nombreux
systemes biologiques (cardiovasculaire, nerveux, génito-urinaire, digestif,
immunitaire). Le NO est synthétisé a partir de deux principaux types de NO
synthétases (NOS). Un type exprimé de maniére constitutive (cNOS),
produisant en conditions physiologiques de faibles quantités de NO et un
type inductible (iNOS), qui a [linverse s'exprime aprés stimulation
(lipopolysaccharides bactériens (LPS), endotoxines, cytokines pro-
inflammatoires ...) et libére d’'importantes quantités de NO.

Au niveau du tube digestif, le NO est produit par plusieurs types de
cellules  (cellules endothéliales, neurones myentériques, cellules
inflammatoires, entérocytes...) et participe a la régulation de différentes
fonctions. Les réles du NO sont régis par le lieu, la durée et I'importance de
sa synthése, faisant de cette molécule ubiquitaire I'objet de nombreuses
controverses. Issu des cNOS, le NO est impliqué a travers plusieurs
mécanismes dans le maintien de la fonction de la barriere intestinale. A
I'inverse, des effets déléteres relatifs a la production de NO via la voie de la
iINOS et de ses métabolites toxiques (tels que le peroxynitrite) ont été observés
au cours des processus inflammatoires au niveau intestinal tant chez
I'animal que chez 'lhomme.

D'un autre coté, les effets protecteurs du NO apporté de maniére exogene
sont mis en évidence dans le cadre de l'inflammation des parties hautes du
tube digestif chez I'animal. Dans le cadre de ce travail nous nous sommes
intéressés a l'effet d'un apport exogene de NO dans les parties basses du tube
digestif au cours d'une colite induite par le TNBS. Pour ce faire, nous avons
dans un premier temps utilisé un donneur chimique du NO, le nitroprussiate
de sodium et mis en évidence son rbéle protecteur vis-a-vis de la colite
expérimentale. L'objectif de notre démarche était d'apporter du NO par une
bactérie, d'évaluer ses propriétés anti-inflammatoires, d'identifier un

mécanisme d'action et de valider son statut en tant qu'agent probiotique.
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Pour ce faire, nous avons choisi une bactérie lactique, Lactobacillus farciminis
connue pour produire du NO in vitro, et montré tout d'abord la capacité de
cette souche bactérienne administrée par voie orale a produire du NO dans la
lumiére colique in vivo. Puis nous avons montré que Lactobacillus farciminis
réeduit une inflammation au niveau du coélon chez le rat et module la douleur
viscérale induite par une distension recto-colique a travers un mécanisme
impliquant le NO. Ces résultats obtenus chez I'animal permettent d'envisager
que Lactobacillus farciminis pourrait également étre efficace chez I'hnomme. A
ce titre, un brevet a été déposé par I'INRA en vue de l'utilisation de cette

souche pour la prévention ou le traitement de pathologies digestives.
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Chapitre 1 : La microflore intestinale

1

La microflore intestinale

1. La colonisation

Stérile in utero, le tube digestif est rapidement colonisé dés la naissance par
une grande variété de micro-organismes provenant de la mere et de
I'environnement. Toutefois, ce n’est qu’'aprés le sevrage gu’'on assiste a une
diversification et une stabilisation de la flore avec l'installation d'un profil de
la flore dominante en relation avec l'alimentation et I'environnement
(Cooperstock & Zeed, 1983 ; Moreau et al, 1986 ; Zetterstrom et al, 1994 ;
Mackie et al, 1999). Chez 'homme, la composition quasi-définitive de la
microflore intestinale, correspondant a celle de I'adulte, est atteinte vers I'age
de deux ans (Ellis-Pegler et al, 1975).

A travers les descriptions de la composition des différentes communautés
bactériennes présentes au niveau de lI'estomac, de l'intestin gréle, du gros
intestin et des matiéres fécales, il apparait que (i) pendant la colonisation, les
micro-organismes s’organisent sous forme de populations stables occupant
des niches tout au long du tractus digestif. Ces niches varient
guantitativement et qualitativement d’'un biotope a l'autre, (ii) la composition
des populations varie selon les disponibilités en nutriments et en oxygene
(Savage, 1977 ; Ducluzeau & Raibaud, 1979 ; Savage, 1987 ; Ducluzeau,
1994 ; Tannock, 1995 ; Berg, 1996 ; Holzapfel et al, 1998).

L'estomac contient trés peu de bactéries résidentes (<103 unité formant
colonie (ufc) / ml de contenu) en raison de son pH acide et du transit rapide

(Lambert & Hull, 1996). Seuls des microorganismes acidotolérants sont
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Chapitre 1 : La microflore intestinale

capables d'y survivre comme les streptocoques ou les lactobacilles (chez
I’'homme et chez le rat) (Savage, 1977 ; Holzapfel et al., 1998). Cependant chez
I'homme, on peut y trouver des bactéries anaérobies strictes résistant dans
ces conditions extrémes tel qu’Helicobacter pylori responsable de gastrites
(Lambert & Hull, 1996 ; Berg, 1996). L'intestin gréle supérieur constitue
également un environnement hostile a la colonisation bactérienne, lié au
transit relativement rapide et a la présence des secrétions pancréatiques et
biliaires (Ducluzeau, 1994 ; Salminen et al 1998) et contient environ 105 ufc
par ml de contenu (Salminen et al., 1995). Au niveau de l'iléon, parallélement
a une forte diminution de la vitesse de transit du contenu digestif, on
constate une augmentation notable de la flore en nombre (107-8 ufc / ml) et
en variété (Streptocococcus, Lactobacillus, Bifidobacterium, Bacteroides,
Fusobacterium et Enterobacteriacea) (Neilsen et al., 1994). A partir du gros
intestin, on assiste a un changement brutal de la population bactérienne
(Ducluzeau & Raibaud, 1979) associé a des mouvements de brassage du
contenu et a une grande disponibilité en nutriments utilisables par les
micro-organismes (Mackie et al., 1999). Le nombre devient considérable
puisqu’il atteint 10810 ufc/g de contenu et la masse bactérienne constitue 40
a 55 % du contenu luminal (Cumming & Macfarlane, 1991 ; Naidu, 1999).
Les bactéries anaérobies strictes (Bacteroides, Eubacterium, Bifidobacterium,
Peptostreptococcus) prédominent trés largement et sont 100 a 1000 fois plus
abondantes que les bactéries anaérobies facultatives (Streptococcus,
Lactobacillus, Enterobacteriacea (Ducluzeau & Raibaud, 1979). La flore fécale
contenant prés de 1011 ufc/g est extrémement diversifiée puisqu’elle se
compose de quelques 400 espéeces bactériennes appartenant a environ 50
genres (Savage, 1977 ; Tannock, 1995 ; Berg, 1996) et représente 75 % du
poids frais des matieres fécales. L'utilisation d'approches moléculaires afin de
caractériser la biodiversité des espéces et la composition de la microflore
digestive a révélé que chez I'homme la flore fécale difféere quantitativement et
qualitativement ce la flore ceecale (Marteau et al., 2001). En effet, bien que le
nombre de bactéries anaérobies facultatives soit comparable, la flore
anaérobie stricte est 100 fois plus élevée dans les féces que dans le contenu

caecal. En outre, l'analyse des bactéries anaérobies strictes en utilisant des
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Chapitre 1 : La microflore intestinale

sondes spécifiques du groupe des Bacteroides et celui des Clostridi révele que
ces derniers représentent 44% de I'ARN bactérien fécal contre seulement 13%
de I'ARN bactérien ceaecal (Marteau et al., 2001).

Au concept de colonisation est associé celui d’adhésion qui recouvre en réalité
deux propriétés totalement distinctes : I'attachement aux cellules épithéliales
et I'adhésion au mucus. Certaines souches bactériennes possédent sur leur
paroi des structures moléculaires telles que les adhésines capables de
reconnaitre des récepteurs spécifiques (taxines) de la membrane des cellules
de la muqueuse et de s’y attacher (Christensen et al., 1985). D’autres
bactéries possédent un chimiotropisme pour le mucus digestif dont les sucres
constituent leur source préférentielle d'énergie. Ces souches se développent
donc la ou la quantité de mucus est maximale, c’est-a-dire au contact de la
mugqueuse. La plupart des bactéries de la flore dominante autochtone ne sont
pas attachées a la mugueuse mais vivent associées au mucus (Savage, 1987).

Par ailleurs, les bactéries de la microflore intestinale sont classées en
bactéries autochtones, allochtones et xénochtones (Dubos et al.,, 1965 ;
Savage, 1977). Les bactéries autochtones sont attachées a la surface de
I'épithélium intestinal ou adhérent au mucus. Ces bactéries sont les
premiéres colonisatrices du tractus gastro-intestinal. Les bactéries
allochtones sont localisées dans la lumiére digestive, elles apparaissent plus
tard, mais trouvant des biotopes déja occupés, elles sont pour la plupart des
micro-organismes en transit. Les bactéries xénochtones sont des bactéries
exogenes qui transitent dans l'intestin.

La flore autochtone va agir comme une barriere a I'égard de toutes
bactéries potentielle ment pathogénes en transit (allochtones et xénochtones)
(i) par compétition pour les substrats et par exclusion compétitive pour
I'attachement a la muqueuse (encombrement stérique ou blocage spécifique
des récepteurs) (Holzalfel et al., 1998), (ii) en générant un environnement
physiologique restrictif (abaissement du pH intraluminal a travers la
production d’acides gras volatils) (Rasic & Kurmman, 1983), (iii) par

production de substances anti-bactériennes. Cependant, certains micro-
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Chapitre 1 : La microflore intestinale

organismes potentiellement nuisibles font partie de la flore normale mais
n'exprimeront leur pathogénicité que lors de changements anormaux de
I'écosystéme intestinal (Wingate, 1990 ; Deitch, 1994 ; Duncan & Edberg,
1995). Notons également que certaines bactéries peuvent étre autochtones
pour une région spécifique du tube digestif mais allochtones pour une autre

(Dubos et al., 1965).

2. La tolérance

Le tube digestif développe une tolérance vis-a-vis de la population
bactérienne gu’il héberge. Ainsi, les études gnotobiologiques montrent que
certaines bactéries de la flore intestinale sont impliguées dans le
développement de [I'épithélium intestinal et du systéme immunitaire
(humoral et cellulaire) de la muqueuse intestinale (pour revue voir Falk et al.,
1998 ; Cebra, 1999 ; McCracken & Lorenz, 2001) (Figures 13). En outre,
c'est l'interaction entre le systeme immunitaire muqueux et la microflore
intestinale qui maintient la muqueuse intestinale dans un état
"d'inflammation physiologique" contrdlée (Berg & Savage, 1975 ; Shroff et al.,
1995 ; Helgeland et al., 1996 ; Cebra et al., 1998). En effet, il apparait a
travers la littérature que les bactéries de la microflore intestinale
moduleraient I'activité du systéme immunitaire de fagcon a établir la tolérance
de I'h6te a leur égard et éviter une réponse immunitaire contraire a leur
implantation. Ces effets s’exerceraient a plusieurs niveaux.

L'un de ces mécanismes serait relatif a l'activation des lymphocytes T
capables d’'inhiber les réponses inflammatoires intestinales. A I'état basal, le
micro-environnement intestinal est caractérisé par la présence de cytokines a
fonction immunosuppressive telles que I'lL-10 et le TGF-b produites par les
cellules Th3 (Strober et al., 1998), les Trl (Groux et al.,, 1997 ; Groux &
Powrie, 1999), mais aussi par les cellules épithéliales, les cellules
dendritiques et les cellules mésenchymateuses (Fagarasan et al., 2001 ; de
Jong et al., 2002). De ce fait, l'intestin semble manifester naturellement (i)

une réponse en faveur des cellules T régulatrices (Th3/Trl) traduisant une
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Figure 2: Relation entre la colonisation bactérienne du tube digestif et le
développement du systeme immunitaire intestinal (synthése d'apres Falk et al., 1998 ;
Cebra, 1999 et McCracken & Lorenz, 2001).

Figure 3 : Représentation schématique du GALT (d’'aprés Fagarasan & Honjo, 2003).
ILF, follicules lymphoides isolés; FAE : épithélium associé au follicule ; SED déme sub-épithélial
DC, cellules dendritiques ; HEVs hautes veinules endothéliales; GCs, centres germinatifs ; SCs

cellules du stroma
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prédisposition a lI'induction de la tolérance locale vis-a-vis d’antigenes de
I'environnement, en particulier ceux d’origine bactérienne (Powrie et al.,
1994 ; Groux et al., 1997), (ii) une tendance vers des réponses protectrices
qui sont dominées par la production d'immunoglobuline de classe A (IgA)
(Khoo et al., 1997).

La reconnaissance de la flore endogéne par le systeme immunitaire de
I’hdte se traduit en effet par une production d’anticorps locaux et systémiques
(Apperloo-Renkema et al, 1993). En atteignant la lumiére intestinale
(Undergown & Schiff, 1986), les IgA de la lamina propria exercent une action
protectrice contre les antigenes microbiens (Matsunaga & Rahman, 1998 ;
Mestecky et al.,, 1999) en contrbélant I'adhésion et la croissance bactérienne
(Brandtzaeg et al., 1989), et en neutralisant les toxines et les virus (Mestecky
et al,. 1999). Ce processus qualifié de “immune exclusion’ s’opére en I'absence
d’'un complément d’activation immunitaire et constitue un processus non-
inflammatoire (pour revue voir Fagarasan & Honjo, 2003). Néanmoins a ce
jour, on ne connait pas quelle est l'influence exacte de la réponse
immunitaire sécrétoire sur la composition de la microflore intestinale. A
travers la littérature, il apparait que seule une partie des cellules
bactériennes de la microflore résidente est recouverte par des IgA (Van der
Waaij et al.,, 1996), et que cette réponse d'anticorps ne semblerait pas
conduire a I'élimination de la flore endogene de l'intestin (Apperloo-Renkema
et al, 1993). Par ailleurs, la production des IgA dirigées contre les bactéries de
la flore est indépendante de la participation des cellules T ou des centres
germinatifs, mais dérive des lymphocytes B1 (Bos et al., 1996 ; Macpherson et
al. 2000). Ces cellules provenant de la cavité péritonéale (Kroese et al., 1989)
se sont développées dans le compartiment sub-épithélial et sont répandues
tout au long de la lamina propria (Herzenberg, 2000). En revanche, lors d’'une
invasion bactérienne, ce sont les anticorps (IgG spécifiques et IgA) produits
localement par les lymphocytes B2, dépendant de la voie T-cellulaire, qui
prennent le relais (pour revue voir Fagarasan & Honjo, 2003 ; Macpherson et
al., 2000).

Ainsi, la production des IgA dans la lamina propria est régulée (i) par la

colonisation bactérienne (Kett et al.,, 1995 ; Macpherson et al., 2000), (ii) par
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Les TLRs : reconnaissance et voies de signalisation
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Figure 4 : Reconnaissance des PAMPs (a) et voies de signalisation (b) des TLRs
(d'aprés Medzhitov, 2001)
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des meédiateurs endogenes tels que TGF-b, IL-10, IL-5, principalement
produits par les Th3/Trl (Khoo et al., 1997; Lebman & Edmiston 1999).

Par ailleurs en contact direct avec les bactéries, les cellules épithéliales
apparaissent comme de véritables cellules de I'immunité. En effet, les cellules
épithéliales possédent comme les cellules immunitaires, des récepteurs
spécifiques aux motifs bactériens tels que les TLRs (Toll Like Receptors) (pour
revue voir Medzhitov, 2001 ; Beutler et al.,, 2003). Ces motifs bactériens
appelés PAMPs (Pathogen-Associated Molecular Patterns) (Medzhitov et al.,
1997) ou CAMPs (Commensal-Associated Molecular Patterns) (Cario et al.,
2002) sont conservés au sein d'une méme classe de micro-organismes, ils
sont spécifigues et sont exprimés par tous les micro-organismes, qu’ils soient
pathogénes ou non (Medzhitov & Janeway, 1997). lls incluent les composants
de la paroi cellulaire bactérienne tels que les lipopolysaccharides (LPS), les
peptidoglycanes (PG), I'acide lipoteichoique (LTA), mais aussi les nucléotides
bactériens tels que les motifs CpG non méthylés de I'’ADN bactérien, I'ARN
double brin de certains virus ou encore des mannoses spécifiques de la paroi
des levures (Medzhitov & Janeway, 1997). Les PAMPs sont reconnus par des
récepteurs spécifiques et notamment les TLRs qui appartiennent a la classe
des PRRs (Pattern-Recognition Receptors) (Koop & Medzhitov, 1999) (Figure
4a). Les TLRs sont impliqués a la fois dans la phagocytose et dans la synthése
de cytokines pro-inflammatoires. L'interaction entre les PAMPs et les TLRs
déclenche, une cascade de signalisation intracellulaire qui aboutit a
I'activation du NF-kB (pour revue voir Medzhitov & Janeway, 2000) (Figure
4b). Ce facteur nucléaire régule la transcription de nombreux genes codant
pour la synthése de médiateurs de I'inflammation (Baeurle & Henkel, 1994 ;
May & Ghosh, 1998 ; Schmid & Adler, 2000). Actuellement 10 récepteurs de
type Toll (TLR1 a TLR10) ont été clonés chez I'hnomme (Aderem & Ulevitch,
2000). Les TLRs sont exprimés a la surface de différents types cellulaires
comprenant les lymphocytes B et T, les macrophages, les polynucléaires, les
mastocytes et les cellules épithéliales intestinales. Chez I'homme, les
récepteurs de type Toll sont des récepteurs transmembranaires dont la partie
intracellulaire appelée domaine TIR (Toll Interleukine-1 Receptor) (Medzhitov &

Janeway, 1997 ; Rock et al., 1998) est homologue a celle du récepteur a
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I'interleukine-1. La différence entre les différents TLRs humains se situe
essentiellement au niveau de leur partie extracellulaire. Cette partie du
récepteur est impliquée dans la reconnaissance spécifique des PAMPSs.

Parmi les TLRs impliqués dans la reconnaissance des PAMPs bactériens
figurent le TLR2, le TLR4, le TLR5 et le TLR9. Le TLR2 est impliqué dans la
reconnaissance de nombreux motifs microbiens parmi lesquels figurent les
composants de la paroi des bactéries a Gram positif tels que les PG (Takeuchi
et al.,, 1999), le LTA et les lipoprotéines bactériennes (Aliprentis et al., 1999 ;
Brightbill et al.,, 1999 ; Takeuchi et al., 2000). Toutefois, le large spectre de
ligands reconnus par le TLR2 est expliqué en partie par la coopération entre
TLR2 et au moins deux autres TLRs: TLR1 et TLR6. Ainsi, la formation
d’hétérodiméres entre TLR2 et TLR1 ou TLR6 permet daugmenter
considérablement le spectre de reconnaissance de ce récepteur tout en
conservant une certaine sélectivité (Ozinsky et al., 2000 ; Takeuchi et al.,
2001).

Le TLR4 a été identifié comme étant le récepteur majeur pour la
reconnaissance du LPS des bactéries a Gram négatif (Poltorak et al., 1998 ;
Qureshi et al., 1999 ; Hoshino et al., 1999). La reconnaissance du LPS par le
TLR4 (Figure 5) est complexe et nécessite (i) un co-récepteur, le CD14 (Wright
et al., 1990 ; Funda et al., 2001) également décrit comme PRRs (Koop &
Medzhitov, 1999) et impligué dans la reconnaissance d’autres motifs
bactériens tels que le PG (Diarski et al., 1998), (ii) plusieurs molécules
accessoires tels que la LBP (LPS Binding Protein), une protéine de transport
(Tobias et al., 1986 ; Wright et al., 1989), et des molécules de signalisation du
LPS associées au domaine extracellulaire du TLR4 telles que la MD-2
(exprimée a la surface des macrophages) (da Silva Correia et al., 2001) et la
RP105 (exprimée a la surface des cellules B) (Miyake et al., 1995).

Le TLR5 est impliqué dans la reconnaissance de la flagelline, une protéine
conservée qui forme les flagelles bactériens (Hayashi et al., 2001).

Le TLR9 reconnait les motifs CpG non méthylés de I'’ADN bactérien
(Hemmi et al., 2000 ; Bauer et al., 2001).
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Ainsi, il apparait que tout agent bactérien peut activer un TLR et
enclencher une réponse immunitaire. Les TLRs situés au niveau du poéle
apical des cellules épithéliales semblent contréler la balance entre les
différentes communautés kactériennes. Toutefois, il semblerait que les TLR2
et TLR4 soient normalement faiblement présents sur les cellules épithéliales,
minimisant de ce fait la reconnaissance des CAMPs (Cario et al., 2002). Ainsi,
un contact permanent entre les composés bactériens et les cellules
épithéliales se traduit chez ces dernieres par un état d’hyporesponsiveness a
I'égard de ces bactéries (Otte & Podolsky, 2004). Cette faible réponse des
cellules épithéliales résulterait non pas d'une altération dans I'expression des
TLRs ou des molécules signalisatrices, mais releverait d’'une diminution de
I'expression des TLRs a la surface de ces cellules associée a une diminution
de l'activité IRAK (protéines de signalisation) (Otte & Podolsky, 2004). Par
ailleurs, une augmentation de I'expression des Tollip (protéines de régulation)
dans les cellules épithéliales est observée en paralléle et se traduit par une
diminution de la réponse pro-inflammatoire par ces derniéres (Otte &
Podolsky, 2004).

Il a également été rapporté in vitro que dans des co-cultures cellules
épithéliales-PBMC, certaines bactéries de la flore commensale humaine (i.e.
E. coli non pathogéne et lactobacilles) induisent deux types de réponse (i) la
production de TGF-b par les cellules Caco-2 ou HT29, (ii) I'induction d’IL-10
par les PBMC (Haller et al., 2000, 2002). Ainsi, certains lactobacilles
(L. johsonnii Lal et L. gasseri ) induisent en I'absence de tout événement pro-
inflammatoire, la production de TGF-b par les cellules épithéliales. D’autres
lactobacilles et E. coli non pathogene déclenchent quant & eux une réponse
inflammatoire, apres activation du NF-kB, se traduisant par la production de
TNF-a, d'IL-1b, d’IL-8 et de MCP-1. Toutefois, cette réponse initiale pro-
inflammatoire des cellules épithéliales est seulement transitoire et est
“switchée” lors de la présence dans le compartiment basolatéral de PBMC
(Haller et al., 2000). Ainsi, la flore endogéne active les cellules épithéliales et
les macrophages ayant acquis un phénotype immunosuppressif sont alors
capables de controler I'expression des cytokines inflammatoires des cellules

épithéliales en secrétant de I'IL-10. A l'inverse, lors de la stimulation des
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co-cultures Caco-2/PBMC par des EPEC, l'induction des cytokines pro-
inflammatoires n’est pas transitoire et se traduit par une inflammation

(Haller et al., 2002).

Le rble de I'épithélium intestinal dans la reconnaissance et la réponse de
I'hdte a I'égard des bactéries luminales dépend également d’autres éléments
(pour revue voir Blum & Schiffrin, 2003) tels que I'expression de molécules
du complexe majeur d’histocompatibilit¢t MHC classe Il pouvant activer les
cellules T CD4+ (Mayer, 1998 ; Hershberg et al.,, 1998), I'expression de
facteurs du complément (Andoh et al., 1993), I'expression de récepteurs des
cytokines (Bocker et al.,, 1998) et la capacité de sécréter des cytokines et
chémokines en réponse aux bactéries pathogénes (Eckmann et al., 1993 ;
Jung et al., 1995). Enfin, des récepteurs intracellulaires au LPS ont
également été décrits comme étant impliqués dans l'activation du NF-kB et
induisant la libération de cytokines pro-inflammatoires (Bertin et al., 1999;
Beatty et al., 1999).

Ainsi a l'état physiologique, la muqueuse intestinale manifeste une tolérance
a I'’égard de sa microflore. Cependant, I'initiation et le maintien de certaines
pathologies digestives, comme les maladies inflammatoires chroniques de
I'intestin (MICI), ont été attribués a certaines bactéries de la flore autochtone

(Peppercorn , 1993 ; Duchmann et al., 1995 ; Sartor, 1995 ).
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Chapitre 2 : La réaction inflammatoire digestive

2

La reaction inflammatoire digestive

L'inflammation est une réaction normale, immédiate et transitoire de défense
et d’adaptation de I'organisme vis-a-vis de toute agression compromettant son
intégrité (Figure 6) (pour revue voir Regnault, 1988). Au cours d'une
agression inflammatoire du tube digestif par exemple, les neutrophiles et
monocytes circulants sont attirés sur le lieu de l'inflammation par des
facteurs chimiotactiques sécrétés par les cellules immunitaires résidentes.
Toutefois lorsque la réaction inflammatoire se perpétue, linfiltrat
inflammatoire est en permanence riche en neutrophiles, monocytes-
macrophages et lymphocytes activés. Les meédiateurs pro-inflammatoires
alors libérés par ces cellules, en particulier les radicaux libres oxygénés et
nitrogénés, contribuent a la destruction de I'épithélium et favorisent
I'activation de nombreux génes codant pour les protéines impliquées dans la
réponse inflammatoire (pour revue voir Fiocchi, 1998). De telles conditions
peuvent étre a l'origine de la rupture de la tolérance a I'égard notamment de
la microflore endogéne qui en retour entretient la stimulation de la réponse

immunitaire (Duchmann et al., 1995).
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1. Réle de la microflore intestinale dans l'inflammation digestive
1.1. Chez ’'homme

Les maladies inflammatoires de l'intestin (MICI), comprenant la maladie de
Crohn (MC) et la recto-colite hémorragique (RCH), sont des affections du tube
digestif caractérisées par une inflammation chronique et récidivante (pour
revues voir Fiocchi, 1998 ; Shanahan, 2001). De nombreux travaux relatent
du role pro-inflammatoire de certains micro-organismes de la microflore
intestinale au cours des MICI (pour revue voir Marteau et al., 2003) et
soulignent qu’une activation continue du systeme immunitaire intestinal
contre ces bactéries semble étre responsable des rechutes caractéristiques de
ce type de pathologie (pour revue voir Caradonna et al., 2000 ; Linskens et al.,
2001).

Le role de la microflore intestinale dans la réactivité inflammatoire a été
souligné a travers des mécanismes tels qu’une réponse immunitaire anormale
de I'h6te vis-a-vis de sa microflore et/ou une action de la microflore sur le
systéme immunitaire.

Ainsi, il a étée rapporté que les cellules mononuclées isolées de zones
coliques lésées, provenant de patients soufrant de MC, s’activent en contact
d'une flore autochtone (Duchmann et al., 1995). Cette activation résulterait
d'une réactivité immunitaire anormale a la microflore intestinale traduisant
une rupture de la tolérance vis-a-vis de cette derniére (Pirzer et al., 1991 ;
Duchmann et al., 1995). De plus, une hyperactivation des lymphocytes T
intestinaux impligués dans les lésions inflammatoires a été montrée dans les
MICI (Shanahan, 2002).

L’augmentation de I'expression de CD14 sur les macrophages extraits de
la lamina propria de cbélon lésé, mais aussi de zones coliques saines,
provenant de patients atteints de MICI, pourrait également expliquer en
partie le rbéle de la flore intestinale dans I'initiation et la chronicité des lIésions
(Grimm et al., 1995). De facon similaire, I'augmentation de l'expression de
TLR2 et TLR4 sur les macrophages et les cellules épithéliales intestinales de

patients atteints de MC pourrait favoriser la susceptibilité a I'inflammation
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induite par les bactéries (Means et al., 2000 ; Cario & Podolsky, 2000 ;
Bogunovic et al., 2000).

De plus, les neutrophiles circulants de patients atteints de MC expriment
plus de récepteurs de surface aux fMLP (formyl-methionyl-leucyl-

phenylalanine) que ceux de sujets sains (Anton et al., 1989).

Par ailleurs, on constate a travers la Ilittérature I'existence de
modifications de la microflore intestinale en faveur d’'une augmentation des
bactéries potentiellement pathogénes chez des sujets atteints de MICI par
rapport aux sujets sains.

Par exemple, chez les patients atteints de MC on observe (i) une
augmentation de la population des entérobactéries (et plus particulierement
des E. coli) et des bactéroides (et plus particulierement de Bacteroides fragilis
et de Bacteroides vulgatus) dans la muqueuse iléale, la lumiére iléale et
colique, ainsi que dans les prélevements fécaux (Keighley et al, 1978; Peach et
al., 1978 ; Van de Merwe et al., 1988 ; Giaffer et al.,, 1991; Lederman et al.,
1997 ; Swidsinski et al., 2002), une augmentation des concentrations fécales
de certains cocci Gram positif (Eubacterium, Peptostreptococcus, Coprococcus)
(Ruseler-Van Embden et al., 1983), (ii) une diminution des lactobacilles et des
bifidobactéries au niveau muqueux (Giaffer et al., 1991 ; Favier et al., 1997).

Le rble initiateur de la flore intestinale dans la MC a toutefois surtout été
illustré par les travaux portant sur le modele de récidive endoscopique post-
opératoire (Harper et al., 1985 ; Rutgeerts et al., 1991).

Les patients atteints de la recto-colite hémorragique (RCH) présentent lors
de la phase active (i) une diminution des genres Bifidobacterium,
Bacteriodaceae, Peptococcaceae, Eubacterium et Lactobacillus au niveau de la
muqueuse colique (Fabia et al., 1993), (ii) une augmentation des E. coli
(Hartley, 1992) qui en outre sont capables in vitro d’adhérer et d’envahir
différents types de cellules intestinales (Giaffer et al., 1992 ; Darfeuille-
Michaud et al., 1998 ; Lobo et al., 1993 ; Boudeau et al., 1999).

Enfin, certains antibiotiques sont efficaces dans le traitement de MICI
(Sutherland et al., 1991 ; Peppercorn, 1993 ; Spirt et al., 1994 ; Bulois et al.,
1999).
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1.2. Chez I’'animal

La majorité des colites inflammatoires spontanées ou induites chez I'animal,
est influencée par la présence d'une flore bactérienne dans la lumiere
intestinale (Okayasu et al., 1990 ; Yamada et al., 1993 ; Kuhn et al., 1993 ;
Videla et al., 1994 ; Taurog et al., 1994 ; Sellon et al., 1998).

Dans différents modéles de colite spontanée (rongeurs génétiguement
susceptibles), le role de la flore entérique dans I'inflammation intestinale a été
mis en évidence a travers le fait que I'élevage des animaux dans un
environnement stérile les protége de l'inflammation. Par exemple, élevés dans
des conditions axéniques, des rats transgéniques HLA-B27 (Taurog et al.,
1994), des souris IL-2 déficientes (IL-2-/-) (Sadlack et al., 1993) et des souris
IL-10 déficientes (IL-10-/-) (KUhn et al., 1993 ; Sellon et al., 1998) ne
développent pas de colite. En revanche, en présence de bactéries, I'activation
des macrophages et des cellules Thl mene a une inflammation chronique
dont le degré est directement corrélé avec la “charge” bactérienne. De plus, il
semblerait que les bactéries aérobies et anaérobies soient incriminées, mais a
des degrés divers. En effet, toutes les bactéries n'ont pas la méme capacité a
induire une inflammation. De plus, certaines vont agir dans des régions
spécifiques ou dans des modeles spécifiques. Ainsi, les rats transgéniques
HLA-B27 colonisés par une flore conventionnelle vont rapidement développer
une colite sévéere, colonisés par Bacteroides vulgatus la colite est modérée et
E. coli n’induit pas de colite (Rath et al., 1999). Des souris IL-10-/- élevées
dans un environnement conventionnel développent une inflammation sur
I'ensemble de I'intestin qui est létale. En revanche, lorsqu’elles sont élevées
dans un environnement SPF (specific pathogen free) I'inflammation n’est pas
lIétale et se restreint au colon. Enfin, la colonisation par B. vulgatus n’induit

dans ce modele qu’une légere inflammation (Sellon et al., 1998).

Un pre-traitement par des antibiotiques s’est avéré efficace dans la
réduction de [l'inflammation intestinale dans plusieurs modéles
expérimentaux tels que la colite induite par I'indométhacine (Yamada et al.,

1993), la colite induite par le DSS (dextran sulfate sodium) (Okayasu et al.,
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1990) et la colite induite par le TNBS (trinitrobenzene sulfonic acid) (Videla et

al., 1994).

Dans le modéle de colite induite par le DSS, un traitement antibiotique
réduisant les populations de bactéries anaérobies et des entérobactéries a des
effets bénéfiques sur la phase aigué de la colite (Hans et al., 2000). Dans ce
modéele, des modifications dans la composition de la microflore inte stinale ont
en effet été décrites et se traduisent par (i) une augmentation des
entérobactéries, Bacteroides et Clostridium et une diminution des
Eubacterium et Enterococcus chez la souris (Okayasu et al., 1990), (ii) une
diminution de la flore totale des anaérobies, des eubactéries et des
bifidobactéries et une augmentation des lactobacilles chez le rat (Araki et al.,
2001). Cependant, un traitement par voie orale d’antigénes bactériens issus
de la flore intestinale anaérobie (Bacteroides, Lactobacillus, Clostridium)
prévient la colite aigué induite par le DSS, alors que lI'intensité de la colite
n'est pas modifiée aprés I'administration d’extraits de bactéries aérobies tels
que E. coli, Enterococcus, Staphylococcus, Lactococcus, Bacillus (Verdu et al.,
2000). Ces résultats montrent que toutes les bactéries de la flore endogéne ne
jouent pas le méme roéle, et que certaines d'entre elles ont la capacité de
limiter I'inflammation induite par le DSS. Ceci est corroboré par une autre
étude montrant que le DSS induit une colite de méme intensité chez des
souris conventionnelles et axéniques, mais que ces derniéres manifestent une
plus grande sensibilité a la toxicité du DSS et présentent des taux de

mortalité trés élevés (Bylund-Fellenius et al., 1994).

Dans le modele de colite induite par le TNBS, il a été montré que
plusieurs espéces bactériennes appartenant a la microflore intestinale,
incluant les anaérobies, pénetrent dans la paroi colique (Garcia-Lafuente et
al., 1997 ; Videla et al., 1994). Chez le rat, cette invasion bactérienne de la
mugqueuse et de la sous-muqueuse a été observée dés les 24 heures qui ont
suivi l'administration du TNBS. Léquipe de Garcia-Lafuente (1997) a
développé chez le rat conventionnel un modele permettant de contréler la

colonisation bactérienne dans un segment colique exclu du transit intestinal.

-43-



Chapitre 2 : La réaction inflammatoire digestive

Apreés chirurgie, I'anse colique ayant subit une élimination totale de la flore
endogene (lavage par antibiotiques), a été recolonisée avec des especes
bactériennes pré-sélectionnées de la flore normale. Les résultats obtenus ont
montré que (i) 'anse colique dépourvue de flore ne présente pas de lésions
inflammatoires aprés [Il'administration du TNBS, ni de changements
significatifs dans la libération de médiateurs inflammatoires ou
d’accumulation de neutrophiles dans la paroi, (ii) lorsque que l'anse est
colonisée (en mono-association) par trois souches de bactéries aérobies de la
flore endogéne (Enterobacter aerogenes, Klebsiella pneumoniae et
Streptococcus viridans), on assiste alors a une augmentation de la libération
de médiateurs inflammatoires et des lésions de la muqueuse, (iii) toutefois,
lorsque la colonisation concerne uniquement des souches de bactéries
anaérobies de la flore endogéne (Clostridium ramosum, Bacteroides fragilis et
B. uniformis) les Iésions observées sont beaucoup plus profondes (atteignant
la sous-muqueuse) que celles observées avec les bactéries aérobies et la
libération de médiateurs inflammatoires est beaucoup plus importante. En
revanche chez les rats ne recevant pas le TNBS, ces mémes bactéries
anaérobies n’induisent aucun changement histologique ou inflammatoire.
Cette étude démontre que les bactéries anaérobies de la flore endogéne
peuvent induire des lésions profondes associées a une réponse inflammatoire
sévere quand la barriere de la muqueuse est rompue par linstillation du
TNBS, et suggere que l'inflammation transmurale soit une conséquence de
I'invasion de la muqueuse par les bactéries anaérobies de la flore dominante.

L'inoculation dans la paroi colique de rats (en absence de colite) de
différentes souches bactériennes appartenant a la flore dominante de ce
dernier a montré que (i) les lactobacilles n’'induisent pas d’inflammation, (ii) la
plupart des bactéries aérobies provoquent une réaction inflammatoire aigué
sévere et localisée dans les aires d’abces, (iii) les bactéries anaérobies strictes
induisent une réaction inflammatoire aigué légére mais une infiltration de

cellules mononuclées largement diffuse (Mourelle et al., 1998).

Ainsi, la rupture de la barriére intestinale au cours de I'inflammation peut

faciliter I'invasion bactérienne du tissu en tant qu’événement secondaire.
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Dans ce contexte, une Iésion initiale pourrait étre perpétuée par une infection
bactérienne de la mugqueuse endommagée. Par ailleurs, une corrélation
positive entre I'augmentation de la perméabilité colique et la sévérité de
colites expérimentales induites par l'acide acétique et le TNBS chez le rat a
été montrée (Gardiner et al.,, 1993). Dans le cas de ces colites, une
augmentation & bacilles aérobies Gram négatif a également été rapportée
(Gardiner et al., 1993). Par ailleurs, l'adhésion d’E. coli entéropathogéene
(EPEC) a des lignées cellulaires épithéliales intestinales est associée a une

rupture des jonctions serrées (Spitz et al., 1995).

Le réle de [linvasion bactérienne dans la paroi coligue en tant
gu'événement primaire initiant I'inflammation n’est pas élucidé. Toutefois, le
réle de certaines souches bactériennes issues de la flore colique du rat sur la
perméabilité colique a été étudié en utilisant le modeéle d’anse colique exclu
du transit (Garcia-Lafuente et al.,2001). Les résultats de cette étude ont
montré que toutes les souches bactériennes testées (en mono-association)
n'ont induit aucun changement dans la perméabilité colique aux
macromolécules. En revanche, la perméabilitt au mannitol a été
significativement augmentée apreés colonisation par E. coli, K. pneumoniae et
Streptococcus viridans. A l'inverse, lorsque que le segment colique est colonisé
par L. brevis, une réduction de la perméabilité au mannitol est observée. Une

mono-association avec B. fragilis n'induit quant a elle aucun changement.

1. 3. Translocation bactérienne

La translocation bactérienne depuis le tube digestif est définie comme étant le
passage de bactéries viables de la flore gastro-intestinale a travers la lamina
propria vers les ganglions mésentériques locaux et de |a, vers le foie, la rate et
autres organes. Ce processus implique différentes étapes: I'adhérence du
micro-organisme a la muqueuse, son passage a travers I'épithélium, le
transfert vers les ganglions mésentériques puis la dissémination systémique

(pour revue voir Berg, 1995).
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1.3.1.Les différentes étapes de la translocation bactérienne

La translocation bactérienne est généralement mise en évidence par la
culture a partir des ganglions mésentériques de germes provenant de la
lumiére intestinale. Les cultures de prélevements hépatiques, spléniques, de
sang portal ou systémique ainsi que pulmonaire sont également pris en
compte (Redan et al., 1990 ; Alexander et al., 1991).

La translocation bactérienne survient sur toute la longueur du tractus
digestif postpylorique et serait plus importante dans sa partie supérieure
(Fukushima et al., 1994). De plus, il apparait qu’'apres une agression de la
muqueuse, la translocation bactérienne est précoce et survient dans les 30
minutes a 5 heures qui suivent, et que les bactéries vivantes passent plus
facilement dans la circulation sanguine que les bactéries mortes (Redan et al.,
1990). Toutefois, la majorité d'entre elles est détruite dans les ganglions
meésentériques (Alexander et al., 1991).

Le systeme immunitaire participe également aux mécanismes de la
translocation bactérienne. Les cellules M sont capables en effet d'internaliser
des agents bactériens (Neutra, 1998) et le relargage des bactéries au poéle
basal des cellules épithéliales a plusieurs conséquences : (i) les entérocytes
sécretent des cytokines et des chémokines pro-inflammatoires permettant
I'afflux de cellules inflammatoires du sang circulant (Perdue, 1999), (ii) les
bactéries en contact avec les cellules présentatrices de l'antigene et les
lymphocytes induisent une activation du systeme immunitaire digestif (pour
revue voir Mowat, 2003).

Apres leur passage a travers la lamina propria, les bactéries sont
transférées vers les sites distaux (ganglions mésentériques, foie, rate). Deux
voies de transport vers ces organes sont possibles : la voie lymphatique via le
canal thoracique ou la voie sanguine portale. La voie lymphatique semble
toutefois étre la plus importante comme le suggeéere la plus grande fréquence
des cultures positives dans les ganglions mésentériques par rapport au sang

portal (Wang et al., 1994).
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Figure 7 : Facteurs impliqués dans la translocation bactérienne (d'aprées Wiest & Rath, 2003).
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1.3.2. Les facteurs impliqués dans la translocation bactérienne

Les altérations de la barriere muqueuse, de la microflore et de la réponse
immunitaire sont les principaux facteurs impliqués dans le phénoméne de
translocation bactérienne (pour revue voir Berg, 1995 ; Weist & Rath, 2003)
(Figure7).

Dans un grand nombre de situations expérimentales la translocation
bactérienne est associée a des altérations de la muqueuse intestinale.
Toutefois, la relation directe entre translocation bactérienne et lIésions de la
muqueuse n’est pas parfaitement élucidée. En effet, les bactéries en cours de
translocation sont principalement observées dans des entérocytes
morphologiquement intacts et sous un aspect histologique normal de la
muqueuse (Deitch et al.,, 1987 ; Fazal et al.,, 2000). En revanche, des
altérations de la sécrétion ou de la composition du mucus facilitent la
translocation bactérienne (Katayama et al., 1997).

L'altération de la perméabilité intestinale a également été rapportée dans
de nombreuses pathologies digestives chez 'homme tels que les infections
intestinales, les maladies inflammatoires chroniques de l'intestin ou encore
les entéropathies induites par les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)
(pour revue voir Bjarnason et al., 1995). Une corrélation positive a été
observée entre la perméabilité intestinale et le degré de la pathologie chez les
patients atteints de MC (Casellas et al., 1986 ; Wyatt et al., 1993) ou de RCH
(Jenkins et al., 1986 ; Gitter et al., 2001). Par ailleurs, chez les patients
atteints de MICI une altération des jonctions serrées a été observée (Marin et
al., 1983 ; Hollander, 1988 ; Wyatt et al., 1993). Enfin, une translocation des
bactéries entériques vers les sites extra-intestinaux a été rapportée chez les
patients atteints de RCH (Eade & Brooke 1969) et chez ceux atteints de MC
(Ambrose et al., 1984 ; Laffineur et al., 1992).

L'altération de la flore intestinale normale et la pullulation secondaire de

certaines bactéries (spécialement des entérobactéries) est un facteur

important de la translocation bactérienne (Wiest & Rath, 2003). Les bactéries
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qui semblent transloquer le plus rapidement sont celles généralement
classifiées en tant que facultative intracellular pathogen (Duffy, 2000) c’est-a-
dire celles qui sont capables de survivre en dehors des leucocytes sanguins
mais qui sont également capables de résister a la phagocytose (telles que les
salmonelles). Toutefois, les especes bactériennes entériques normales sont
facilement détruites par phagocytose, survivant seulement dans des
circonstances ou les défenses de I'h6te sont défectueuses. En outre, seules
quelques bactéries entériques sont capables de transloquer dans les
ganglions mésentériques telles que : E. coli, Klebsiella pneumoniae et autres
entérobactéries, Pseudomonas aeruginosa, les entérocoques et quelques
streptocoques (Wells, 1990). Par ailleurs, il semblerait que la capacité de
translocation soit spécifique a certaines souches qui de surcroit, manifestent
une plus grande capacité d’adhésion au mucus et d’attachement aux cellules
épithéliales que des souches non-pathogenes (Ljungdahl et al., 2000). Ainsi, il
a été montré que les bactéries aérobies Gram négatif entérovirulentes
adherent plus facilement au mucus que les bactéries anaérobies non
pathogenes (Beachey, 1981 ; Duffy et al., 1994). De plus, I'endommagement
de la muqueuse iléo-caecale liée a I'adhésion de bactéries entérovirulentes, se
traduit par une augmentation de la perméabilité iléale et une translocation
bactérienne vers les ganglions mésentériques chez le rat (Alverdy & Aoys,
1992) et chez la souris Balb-c (Duffy et al., 1997).

Par ailleurs, bien que le nombre de bactéries anaérobies soit 100 a 1000
fois supérieur a celui des bactéries aérobies et bien qu’elles soient attachées
aux cellules épithéliales (Wells et al.,, 1987), la translocation de bactéries
anaérobies n’est observée que dans des conditions extrémes telle que la
rupture de l'intégrité de la barriere intestinale. Dans de tels cas, les bactéries
anaérobies transloguent proportionnellement au degré d’endommagement
tissulaire (Wells, 1990). A I'inverse, les bacilles aérobies Gram négatif peuvent
transloquer aisément méme a travers un épithélium intact (Wells et al., 1987;
Wells, 1990).

En conditions physiologiques les anaérobies agissent comme un "tapis" a
la surface de la muqueuse et limitent la croissance et I'adhésion d'autres

bactéries potentiellement invasives (Wells et al., 1987). En conséquence,
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I'élimination sélective par antibiothérapie des bactéries anaérobies facilite la
croissance et la translocation des bactéries facultatives dans lI'intestin (Wells
et d., 1987). En outre, il y a une corrélation directe entre la densité d'une
souche bactérienne luminale donnée et le nombre de bactéries viables de
cette méme souche présent dans les ganglions mésentériques (Steffen & Berg,
1983).

Deux types d’altération de la défense immunitaire sont associés a la
translocation bactérienne : les altérations des fonctions T cellulaires et les
altérations de la sécrétion des IgA au niveau du tube digestif.

La déplétion en cellules CD4+ et CD8+ ou en macrophages augmente la
translocation bactérienne de certaines bactéries intestinales telle qu’E. coli
(Gautreaux et al.,1994). De méme, linjection de facteurs stimulant la
croissance des macrophages (rmGM-CSF) ou des polynucléaires entrainent
moins de translocation bactérienne et plus de lyse bactérienne (Gennari et al.,
1994 ; Eaves-Pyles & Alexander 1996 ; Paksoy et al., 1997).

Il a été rapporté in vitro que la fréquence de la translocation bactérienne
était inversement proportionnelle a la concentration des IgA dans la lumiére
digestive (Albanese et al.,, 1994 ; Diebel et al.,, 1997). En effet, les IgA en
recouvrant les bactéries intestinales diminuent leur adhésion a la muqueuse
digestive (DeWitt & Kudsk, 1999) et préviennent leur passage transépithélial
a travers un segment de tissu intestinal morphologiguement intact (Albanese
et al., 1994).

2. Les cellules et les médiateurs de I'inflammation

2.1. Les cellules de I'inflammation

Différents types de cellules immunitaires participent a la réaction
inflammatoire en libérant un large spectre de médiateurs aux propriétés pro-
inflammatoires. Parmi ces cellules on compte : les polynucléaires, les
monocytes/macrophages, les mastocytes et les lymphocytes dont nous ne

donnerons ici qu'une présentation trés sommaire.
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Facteurs chimiotactiques des PMN

Eicosanoides PAF
LTB4

Cytokines GM-CSF
IL-6
PDGF
TNF-a

Chémokines CC MIP-1a
MIP-2
PF-4

Chémokines CXC IL-8
ENA-78
GRO-a
NAP-1
NAP-2
NAP-3
MGSA

Peptides bactériens LPS
fMLP

Facteurs du Cbha
complément

platelet activating factor
leucotriéne B4

granulocyte macrophage colony stimulating factor
interleukine 6

platelet derived growth factor

tumor necrosis factor a

macrophage inflammatory protein l1a,
" 2
platelet factor 4

interleukine 8

epithelium derived neutrophil activating peptide

growth related oncogene a

neutrophil attracting portein-1,
" 2
" -3

melanoma growth stimulating activity

Lipolysaccharides
Peptide N-formylés

Tableau | : Facteurs chimiotactiques des polynucléaires neutrophiles

(d’apres Sampson, 2000).
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2.1.1.Les polynucléaires neutrophiles

Les polynucléaires neutrophiles représentent 50 a 75 % des leucocytes
sanguins (Ford Bainton, 1992). En conditions physiologiques, ils sont
distribués en quantité égale selon deux formes : circulants ou fixés a
I'endothélium vasculaire. Ces derniers sont les premiers recrutés lors de
I'inflammation. Leur infiltration par diapédese dans le foyer inflammatoire est
induite par certains médiateurs inflammatoires (Tableau 1) tels que les
éicosanoides (PAF: platelet activating factor, LTB4 : leucotriene B4), les
cytokines, les chémokines et certains métabolites bactériens tels que le LPS
et le fMLP (Sampson, 2000).

A I'état mature ces cellules contiennent deux types de granules
sécrétoires, dont les granules azurophiles qui contiennent des enzymes
lytiques (Roos, 1992). Ces enzymes sont libérées lors du processus de
phagocytose et participent a I'éviction des corps phagocytés. Les neutrophiles
peuvent également générer, lors du stress oxydatif, des radicaux libres qui
ont une action toxique pour de nombreux pathogéenes (bactéries, virus,
parasites), suite a l'activation de la NADPH-oxydase et la sécrétion de la
myélopéroxydase (Roos, 1992). Ainsi, le métabolisme oxydatif des
neutrophiles activés va se traduire par la libération d’anions superoxydes
(O2'-), de peroxyde d’hydrogéne (H202), ainsi que de substances toxiques a
haut pouvoir microbicide tels que l'acide hypochloreux (HOCI) ou les
N-chloramines (pour revue voir Grisham & Granger, 1988). De plus, les
neutrophiles ont la capacité, par le biais de leur lipo- et cyclo-oxygénases, de
métaboliser l'acide arachidonique libérant de ce fait certains médiateurs
lipidiques (LTB4, PAF) qui ont un rbéle important dans le déroulement du
processus inflammatoire (Issekutz, 1984). Enfin, ils synthétisent également
mais a des taux relativement faibles certaines cytokines (IL-1b, IL-1RA, IL-6,
IL-8, IL-12, IFN-g...), toutefois les quantités produites localement dans un site
inflammatoire ou les polynucléaires neutrophiles sont majoritaires, peuvent
étre biologiguement significatives (Lloyd & Oppenheim, 1992 ; Witko-Sarsat
et al., 2000).
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2.1.2. Les monocytes et macrophages

Les monocytes représentent 2 a 10 % des leucocytes sanguins. Aprés leur
libération par la moelle osseuse, les monocytes circulent dans le sang et
traversent I'endothélium vasculaire pour atteindre les tissus ou ils se
différencient en macrophages résidents (pour revue voir Regnault, 1988). En
conditions inflammatoires, les monocytes attirés sur le site de I'inflammation
vont donner naissance a des macrophages immatures dont le réle est
déliminer au niveau du site inflammatoire des particules plus ou moins
volumineuses selon le processus de macrophagocytose. Les macrophages
possedent des récepteurs de chimiotactisme et des récepteurs de surface
pour les IgG, IgE, les fractions du complément, les cytokines et les facteurs
de croissance. Par l'intermédiaire de ces récepteurs, les macrophages fixent
les particules étrangéres et les phagocytent. Aprés l'ingestion de l'agent
pathogene ou de ses débris, les macrophages présentent l'antigéne aux
cellules immunocompétentes : les lymphocytes T.

Une fois activés, les macrophages possedent un fort pouvoir cytotoxique
et bactéricide grace aux enzymes de dégradation (hydrolases, lipoprotéine
lipase, lysosyme, collagénase,...) contenues dans leurs vésicules lysosomiales
mais aussi grace a la libération des radicaux libres oxygénés et des
médiateurs lipidiques inflammatoires issus du métabolisme de I'acide
arachidonique (Brade, 1980 ; Takemura & Werb, 1984). IlIs sécrétent
également de nombreux médiateurs tels que les cytokines (IL-1, IL-6, TNF),
des facteurs chimioattractifs pour d’autres immunocytes (tels que les
polynucléaires neutrophiles et les monocytes), et des agents stimulant la

dégranulation des mastocytes (Brade, 1980 ; Takemura & Werb, 1984).

2.1.3.Les mastocytes.

Dans les conditions physiologiques, les mastocytes différenciés existent

exclusivement dans les tissus et leur nombre reste constant. lls sont le plus
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Médiateurs libérés par les mastocytes

Médiateurs

Effets physiologiques possibles

Pré-formés
Arylsulfatases

Facteurs chimiotactiques

Chymase

Cytokines (IL-1,2,3,4,5 et 6, GM-CSF, INF-g,

MIF, TNF-a)
Enképhalines
Héparine
Histamine
Sérotonine
Kinines
Kinogénases
Somatostatine
Tryptase

Peptide vasoactif intestinal (VIP)

Néo-formés
Leukotriénes B4 (LTB4)
Leukotriénes C4 (LTC4)
Monoxyde d’azote (NO)
Facteur d’activation plaquettaire
(PAF)
Prostaglandine D2 (PGD2)

Hydrolyse des lipides et protéoglycanes
Infiltration des leucocytes
Lésions, douleur, métabolisme de I'angiotensine | et des kinines

Lésions, chimiotaxie des leucocytes, douleur

Controle de la douleur

Angiogenése, stabilisation du facteur de croissance
Vasodilatation, angiogenése, mitogenese, douleur
Vasoconstriction, douleur

Vasodilatation, douleur

Syntheése de kinines vasodilatatrices, douleur
Régulation de la sécrétion des médiateurs

Lésions, douleur, process des neutrophiles

Vasodilatation, douleur

Chimiotaxie des leukocytes
Bronchoconstriction, douleur

Vasodilatation

Activation des plaquettes, bronchoconstriction

Vasodilatation, douleur

Tableau 11 : Effets des médiateurs libérés par les mastocyte (d'aprés Theoharides, 1996).
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souvent agrégés autour des nerfs, des vaisseaux sanguins et des vaisseaux
lymphatiques (Metcalfe et al., 1997).

Chez les rongeurs, deux populations de mastocytes ont été décrites : les
mastocytes péritonéaux ou connective tissue mast cell (CTMC) et les
mastocytes muqueux ou mucosal mast cell (MMC). Ces derniers prédominent
dans l'intestin gréle, le ceecum et le c6lon (Furgal & Litwin, 1998 ; Saavedra-
Delgado et al., 1989). Leur maturation est dépendante de facteurs
T-lymphocytaires, contrairement aux CTMC. Au cours de la RCH (Balazs et
al., 1986) ou de la MC (Dvorak et al., 1980), ils peuvent subir une hyperplasie
importante, jouant ainsi un rdle important dans les processus inflammatoires
digestifs. Par ailleurs, les mastocytes sont des acteurs privilégiés dans la
relation neuro-immunitaire de I'inflammation (Stenton et al., 1998) en raison
de leur présence a proximité des terminaisons nerveuses du systéme nerveux
entérique (Stead et al., 1989) et de la présence a leur surface de récepteurs a
la substance P. Cette derniére est un neuromédiateur pouvant induire la
dégranulation des mastocytes (Deviller et al., 1985). Les mastocytes sont en
effet susceptibles, aprés dégranulation induite par des stimuli de diverses
natures (Théoharides, 1996), de libérer une large variété de médiateurs
appartenant a deux catégories (Tableau Il) : les médiateurs préformés et que
I'on retrouve dans la circulation sanguine apres leur libération (i.e. histamine,
sérotonine, facteurs chimiotactiques des neutrophiles et éosinophiles...), et
les médiateurs néo-formés qui ne sont présents qu’aprés activation des
cellules mastocytaires (i.e. certains métabolites de I'acide arachidonique, le
PAF, le monoxyde d’azote et les cytokines) (pour revue voir Metcalfe et al.,
1997).

2.1.4.Les lymphocytes

Les lymphocytes représentent 20 a 40 % des leucocytes sanguins dont on

distingue deux catégories : les lymphocytes T responsables de I'immunité a

médiation cellulaire et les lymphocytes B dont la fonction principale est de

produire des anticorps et ce participer a la réponse immunitaire humorale.
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Différenciation lymphocytaire

PAMPs Antigénes

Cellules
dendritiques

Précurseur

a

N

Cellules régulatrices
-1

Cellules
matures

®

Cytokines IL-2 IL-4 Activationl TGF-b IL-10
dui IFN-g IL-5 des 1aA
produites TNE-a IL-6 |
TNF-b IL-10
IL-13
Effets Réponse a médiation Réponse Suppression de la réactivité
cellulaire humorale des lymphocytes environnants

Figure 8 : Schéma de la différenciation des cellules T naives
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Ces deux lignées cellulaires sont caractérisées par une différenciation
cellulaire en deux phases : la premiére dite centrale et la seconde dite
périphérique. La phase centrale de différenciation est irréversible et
faiblement dépendante de l'environnement en général. Elle a lieu dans le
thymus pour les lymphocytes T et dans la moelle osseuse pour les
lymphocytes B. Cette différenciation aboutit a I'expression membranaire des
récepteurs antagoniques (TcR pour les lymphocytes T et BCcR pour les
lymphocytes B). Apres maturation, les lymphocytes migrent dans les organes
lymphoides secondaires (rate, ganglions lymphatiques, tissus lymphoides
diffus) ou se déroule la phase périphérique. Celle-ci dépend d’un signal induit

par l'interaction du TcR avec un peptide associé a une molécule du CMH

(complexe majeur d’histocompatibilité) et du BcR avec I'épitope de I'antigéne.

Dans la circulation sanguine la majorité des lymphocytes sont de type T
(70 a 80 % dont 60 a 80 % sont des lymphocytes T CD4+). Apres activation
les lymphocytes T se différencient en plusieurs types cellulaires :

- les lymphocytes CD4+ ou T helper ou cellules T coopérantes (ThO, Thl,
Th2) qui produisent des cytokines, des lymphokines et stimulent la
prolifération et la différenciation des lymphocytes B en plasmocytes
producteurs d’anticorps (Figure 8),

- les lymphocytes CD8+ dont on distingue les lymphocytes T cytotoxiques
qui détruisent les cellules tumorales et les cellules hbtes infectées par des
pathogénes et les lymphocytes T suppresseurs qui ont pour réle d’'inhiber la

réponse des lymphocytes B et T.

2.2. Les médiateurs de I'inflammation

S Y

Les médiateurs participant a la genése et a I'entretien de la réponse
inflammatoire incluent principalement les médiateurs lipidiques, les
cytokines, les radicaux libres oxygénés et nitrogénés. De fagcon non
exhaustive, l'origine et les effets physiologiques de quelques-uns de ces
médiateurs seront décrites, et une attention plus particuliere sera portée sur

le monoxyde d'azote.
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Syntheése des Eicos anoides

Phospholipides de la
cellule membranaire
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Figure 9 : Schéma du métabolisme de I'acide arachidonique.
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2.2.1.Les médiateurs lipidiques

Au cours des processus inflammatoires, suite a I'activation des cellules de
I'inflammation, on assiste a I’hydrolyse des phospholipides membranaires (via
la phospholipase 2 PLA2) et a la formation de l'acide arachidonique et de
lysophospholipides. Les dérivés de ces molécules constituent les médiateurs
lipidigues de l'inflammation : les éicosanoides (prostanoides et leucotrienes)
et le PAF-acéther (Figure 9).

La production des prostanoides (PGs) est catalysée par les cyclooxygénases
(COXs) et regroupent deux types de métabolites de I'acide arachidonique : les
prostaglandines et les thromboxanes.

La COX: (forme constitutive des COXs) est présente dans presque tous les
tissus et organes en conditions basales. De plus, outre le tractus digestif, un
des sites importants de l'action de la COXi1 se situe au sein des plaquettes
sanguines dans lesquelles elle induit la synthése de précurseurs des
thromboxanes (Williams & Dubois, 1996). A [l'inverse, la COX: (forme
inductible) est spécifiquement exprimeée en conditions inflammatoires (Seibert
et al., 1994) par les cellules et tissus inflammatoires, et agirait
préférentiellement pendant la réaction inflammatoire (pour revue voir Vane et
al., 1998 ; Mitchell & Warner, 1999). Son expression et sa biosynthése sont
en effet modulées par les cytokines pro-inflammatoires (Raz et al., 1998) et
des facteurs de transcription dont le facteur nucléaire NF-kB (Schmid &
Adler, 2000). D’apres la littérature (Williams & Dubois, 1996), il semblerait
que la COX: puisse également étre exprimée de maniere ‘“constitutive” au
niveau du tractus digestif (Zimmerman et al., 1998). Cette expression
constitutive serait le résultat de Iésions superficielles ou d’infections légéres
ayant lieu sans l'apparition d’aucun symptéme. Dans ce cas de figure,
I'expression de la COX: aurait une fonction similaire a celle de la COX:1 a
savoir : une protection de la muqueuse contre les lésions. D’autres études ont
proposé un effet cicatriciel des prostanoides issues de la COX: lors
d'inflammations gastro-intestinales expérimentales (Reuter et al., 1996 ;

Mizuno et al.,, 1997 ; Ukawa et al., 1998). Néanmoins, I'hypothese la plus
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Les cyclooxygénases

COX constitutive (COXi) COX inductible (COX>)
Localisation Presque tous les types cellulaires
Fonction v' Cytoprotectrice v Pro-inflammatoire
v Maintien de l'intégrité de v' Oedéme, fievre, douleur
I'épithélium gastro-intestinal v/ Stimulation de la sécrétion de CI-
v Vasodilatation de la muqueuse au niveau de I'épithélium
intestinal

gastro-intestinale

v"Inhibition de 'adhérence des
neutrophiles

v' Stimulation de la survie des
cellules souches des cryptes et
leur prolifération

v Régulation de I'homéostasie

v' Cicatrisation tissulaire

Autres v Incapable d'utiliser I'acide v Capable d'utiliser I'acide
téristi arachidonique endogéne dans arachidonique endogéne dans
caractenistiques les cellules immunitaires et les cellules immunitaires et
fibroblastes fibroblastes
Tableau 11l :. Caractéristiques de différentes cyclooxygénases (d'aprés Wallace & Ma, 2001)

-60-



Chapitre 2 : La réaction inflammatoire digestive

vraisemblable est que l'activité COX: serait délétére lorsqu’elle continue a
produire des prostanoides de facon prolongée dans le temps. Par conséquent,
d’'une maniére générale, on peut considérer que les prostaglandines dérivant
de la COXi1 apportent une contribution importante dans la défense de la
muqueuse gastro-intestinale, alors que les prostaglandines issues de la COX2>
jouent un réle important dans lI'inflammation, mais aussi dans la douleur
associée (Tableau Ill) (Wallace & Ma, 2001).

Il a été rapporté que les prostaglandines et plus particulierement la PGE2
et la prostacycline PGIlz2, modulent la réponse inflammatoire par des
mécanismes paracrines et autocrines (Dubois et al., 1998). Par exemple, elles
augmentent la perméabilité vasculaire et sont de puissants chimioattrateurs
pour les polynucléaires neutrophiles (Crunkhorn & Willis, 1969). Elles sont
également impliqguées dans la douleur inflammatoire en sensibilisant les
nocicepteurs des terminaisons nerveuses afférentes a d’'autres médiateurs

(histamine, bradykinine, substance P, sérotonine) (Moncada et al., 1978).

Les leucotrienes (LTs) sont issus du métabolisme de I'acide arachidonique en
présence de la 5 lipoxygénase (Figure 9). On distingue ensuite deux types de
composés le LTBs principalement synthétisé par les polynucléaires
neutrophiles, et les peptido-leucotriénes (LTCas, LTD4, LTE4) principalement
libérés par les mastocytes (Wallace & Chin, 1997).

Le LTBs a été décrit comme médiateur pro-inflammatoire induisant la
chimiotaxie des polynucléaires neutrophiles, leur agrégation aux parois des
cellules endothéliales et leur dégranulation (Ford-Hutchinson et al., 1980 ;
Palmblad et al., 1981). De plus, il stimule la libération de métabolites
oxygéneés radicalaires par ces cellules (Wallace & Chin, 1997). Le LTB4 est
également un agent chimioattracteur pour les monocytes (Smith et al., 1980),
il permet l'activation des lymphocytes T suppresseurs et augmente la
production d’lgG par les lymphocytes B (Samuelson & Claesson, 1990 ; Rola-
Pleszcznski et al., 1982).

Le lyso-PAF, formé sous l'action de la PLA2 a partir des phospholipides

membranaires est ensuite transformé en PAF-acéther sous l'action d’une
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acétyl-cotransférase. Un grand nombre de cellules et notamment les cellules
de rlinflammation (polynucléaires neutrophiles, basophiles, éosinophiles,
monocytes, macrophages, mastocytes) produisent du PAF lorsqu’elles sont
stimulées. Celui-ci contribue a I'amplification de la réaction inflammatoire a
travers ses propriétés vasoactives (vasodilatation, augmentation de la
perméabilité vasculaire) et de ses propriétés chimiotactiques (agrégation
plaquettaire et leucocytaire) (Rosam et al., 1986). En outre, le PAF joue un
réle dans différentes pathologies digestives (entérocolites nécrosantes,

maladie de Crohn, ulcére gastrique) (Travis & Jewell, 1994 ; Ewer, 2002).

2.2.2.Les cytokines

Les cytokines sont exprimées a l'état physiologique dans la muqueuse
intestinale. Trois groupes ont été caractérises : les cytokines inflammatoires,
les cytokines anti-inflammatoires et les cytokines immunorégulatrices. Ces
dernieres sont classées en deux types Thl (représentées par I'lL-2 et I'INF-g
et Th2 (IL-4, IL-5 et IL-13) et interviennent dans (i) la susceptibilité et la
résistance aux agents infectieux (Thl et Th2), (ii) les mécanismes allergiques
(Th2), (iii) la régulation des cytokines inflammatoires. La balance entre les
cytokines inflammatoires (IL-1, IL-6, IL-8 et TNF-a) et les cytokines anti-
inflammatoires (IL-4, IL-10 et TGF-b) gére localement I'intensité et la durée de
la réaction inflammatoire et peut-étre également a l'origine de 'augmentation

de la synthése de protéines inflammatoires.

Certaines cytokines produites au cours de la réaction inflammatoire
induisent la libération de médiateurs de l'inflammation tels que les
médiateurs lipidiques, les radicaux libres et agissent sur les phases
vasculaires et cellulaires de I'inflammation.

L'interleukine-1b (IL-1b) et le tumor necrosis factor-a (TNF-a) constituent
les deux principales cytokines impliquées dans la réaction inflammatoire
(Sartor, 1991 ; Cavaillon, 1993). Ces deux cytokines sont essentiellement

produites par les cellules mononuclées dans la muqueuse de patients atteints
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de MICI (Mahida et al., 1989 ; Ligumsky et al., 1990 ; Pullman et al., 1992).
Elles induisent I'expression de molécules d’adhésion a la surface des cellules
endothéliales qui vont permettre I'adhésion des leucocytes circulants et leur
passage vers les foyers inflammatoires. Elles favorisent particulierement la
production de prostaglandines en induisant a la fois la synthése de la PLA>
(Vadas et al., 1991 ; Hulkower et al.,, 1994), de la COX: (Raz et al., 1988 ;
Angel et al., 1994) et la production de l'anion superoxyde en activant les
polynucléaires neutrophiles, les monocytes/macrophages et les cellules

endothéliales (Ferrante et al, 1988 ; Meier et al, 1989).

Les cytokines anti-inflammatoires jouent un réle important dans la régulation
physiologique de Il'inflammation en régulant la synthése des cytokines
inflammatoires.

L'IL-4 synthétisée par les lymphocytes T inhibe la production d’'IL-1b et de
TNF-a par les monocytes et macrophages activés (Esser et al., 1989 ;
Donnelly et al., 1990).

L’'IL-10 inhibe les principales fonctions des monocytes et macrophages
activés (Fiorentino et al., 1991 ; Ralph et al., 1992 ; Oswald et al., 1992) et
diminue la production d’'IL-1b, d’IL-6, d’IL-8 et de TNF-a synthétisés par ces
cellules (Fiorentino et al., 1991 ; Bogdan et al., 1991 ; Ralph et al., 1992 ; de
Waal Malefyt et al., 1991) et celle du monoxyde d'azote (de Waal Malefyt et al.,
1993).

Le TGF-b inhibe la production d'IL-1b et de TNF-a par les macrophages
activés et diminue la production d’anion superoxyde et de monoxyde d’azote
(Cavaillon, 1993).

2.2.3.Les dérivés réactifs de I’'oxygene

La chaine respiratoire mitochondriale joue un réle capital dans la cellule en

étant responsable de la réduction de I'oxygéne moléculaire en eau. Toutefois,

la conséquence de cette réaction est double. En effet, d'une part elle fournit

de I'énergie a la cellule sous forme d’ATP, mais d’autre part elle produit en
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parallele des espéces oxygénées activees (EOA) particulierement réactives
voire toxiques, dont font partie les radicaux libres (RLO). Ces derniéres sont
également issues du métabolisme cellulaire normal dans le réticulum
endoplasmique, les peroxysomes et le cytoplasme. Au cours de ces réactions
de réduction, le transfert d’'un électron a I'oxygene moléculaire va générer le
radical superoxyde (O2-), transformé entre autre sous l'action de la
superoxyde dismutase (SOD) en peroxyde d’hydrogéne (H202) (espéce non
radicalaire mais toxique en raison de son pouvoir oxydant). Par addition de
nouveaux électrons le H202> donne le radical hydroxyl (OH') qui est I'espéce
radicalaire la plus réactive et la plus oxydante. D’autres réactions chimiques
telle que I'oxydation de H20:2 par la myélopéroxydase granulocytaire conduit &
la formation d’acide hypochloreux (HOCI) et d’oxygéne singleton (O21DG). Lors
de la réponse inflammatoire, les leucocytes activés par les cytokines pro-
inflammatoires libérent de I'O2'- sous l'action de la NADPH oxydase (Figure
10). Ces dérivés réactifs de I'oxygéne sont dotés de propriétés oxydantes qui
les amenent a réagir, dans I'environnement ou ils sont produits, avec toute
une série de substrats. Leur activité principale est de participer a la fonction
microbicide des cellules phagocytaires a travers un phénomene qualifié de
stress respiratoire (Allen, 1979), mais sont aussi a l'origine des lésions
tissulaires. En activant le facteur nucléaire NF-kB, les RLO favorisent la
libération de cytokines et de chémokines exacerbant l'inflammation et
conduisant a la destruction de I'épithélium (Schmidt et al., 1995 ; Kaul &
Forman, 2000). Pour se protéger contre cet effet toxique de l'oxygene,
I'organisme a développé différents systemes de défense anti-radicalaires : (i)
ceux qui tendent a empécher la production des RLO (catalase et glutathion
peroxydase), (ii) ceux destinés a éliminer les RLO apres leur formation (SOD,
vitamines A, E et C, glutathion cellulaire...), (iii) ceux chargés de réparer les

dommages causés par les RLO.

Un stress oxydant se définit comme étant le résultat d’'un déséquilibre entre
la balance des pro-oxydants (EOA) et des systémes de défense anti-oxydants,
avec comme conseéquence, l'apparition de dommages souvent irréversibles

pour la cellule (Sies, 1991).
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Figure 11 : Schéma des voies d'action du NO dans la défence de la muqueuse digestive
(d'aprés Wiest & Rath, 2001 adapté d'apres Wallace & Miller, 2000)

NH, NH, H o
NH = >\\NH2
MH MH v NH
MADFH OH 1/2 NADPH
{ + O =
S S
H,N™ O HM o H,MN o)
o~ o o~
L-Arg N© Hydroxy-L-Arg L-Citrulline
{NIIAY

Figure 12 : Formation de monoxyde d'azote a partir de la catalyse de la L-arginine
par les NOS

-66-



Chapitre 2 : La réaction inflammatoire digestive

Le stress oxydant rapporté au cours des MICI (Grisham, 1994 ; Jourd'heuil et
al., 1997) se traduit par une augmentation de la formation de RLO au niveau
de la muqgueuse intestinale Iésée de ces patients (Keshavarzian et al., 1992 ;
Simmons et al.,, 1992) et une diminution de la capacité des systémes de
défense (Buffinton & Doe, 1995 ; Lih-Brody et al.,, 1996 ; Geerling et al.,
1999). Ainsi, une diminution des concentrations en SOD, en glutathion et en
catalase (Mulder et al., 1991 ; Buffinton & Doe, 1995 ; Sido et al., 1998) a été
observée. Enfin, des carences en cofacteurs des enzymes anti-oxydantes au

cours des MICI ont également été rapportées (Reimund et al., 2000).

2.3. Le monoxyde d’azote

Le monoxyde d’'azote (NO) est un gaz radicalaire, lipophile qui a été décrit
comme étant un médiateur jouant un réle prépondérant dans la régulation de
I'homéostasie de nombreux systémes biologiques (cardiovasculaire, nerveux,
génito-urinaire, digestif, immunitaire). Au niveau du tube digestif, le NO
participe a de nombreux processus tant physiologiques que

physiopathologiques (Figure 11).

2.3.1. Synthése du NO

Le NO est synthétisé par les NO synthétases (NOS) qui catalysent la
transformation de la L-arginine en L-citrulline et NO. Cette réaction
d’'oxydation se déroule en deux étapes (Figure 12) : une premiere étape qui
consiste en une hydroxylation de la L-arginine en une molécule intermédiaire,
la NG-hydroxyl-Arginine qui est ensuite oxydée en L-citrulline et NO (Marletta
et al., 1988).

Trois isoformes de NOS ont été identifiées et caractérisées chez I'homme
et chez la souris selon la nomenclature suivante, qui respecte l'ordre
chronologique dans lequel les NOS ont été purifiées et leurs ADNc respectifs

isolés :
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- la NOS de type | correspondant a I'isoforme neuronale ou nNOS, a été la
premiere NOS découverte et purifiée a partir de cerveaux de rat et de porc
(Bredt & Snyder, 1990 ; Mayer et d., 1990 ; Schmidt et al., 1991). Depuis elle
a été identifiée dans divers tissus (pour revue voir Forstermann et al., 1998)
tels que le systéme nerveux central, les muscles squelettiques (Gath et al.,
1997), les neurones nitrergiques périphériques (Belai et al.,, 1992) et les
entérocytes (Moochhala et al., 1996).

- la NOS de type Il correspondant a l'isoforme inductible ou INOS. Cette
isoenzyme a été isolée a partir de macrophages de souris (Hevel et al., 1991;
Stuehr et al., 1991). Depuis, sa présence a été révélée dans de nombreux
types cellulaires. En outre, la génération de NO est caractéristique des
cellules du systeme immunitaire (cellules dendritiques, cellules NK,
mastocytes, et les cellules phagocytiques incluant les monocytes, les
macrophages et les neutrophiles) ainsi que d’autres cellules impliguées dans
les réactions immunes (telles que les cellules endothéliales, les cellules
épithéliales, les cellules du muscle lisse vasculaire) (Bogdan, 2000).

- la NOS de type Il correspondant a lI'isoforme endothéliale ou eNOS. La
eNOS a tout dabord été identifiee au niveau des cellules endothéliales
(Forstermann et al., 1991 ; Pollock et al., 1991). Bien que les cellules
endothéliales constituent sa principale localisation, elle a également été
décrite dans les cellules épithéliales tels que les entérocytes (Brown et al.,
1992 ; Moochhala et al., 1996), mais également dans les cellules du systéeme
immunitaire tels que les macrophages, les cellules dendritiques et les cellules

NK. En outre, de nombreux tissus expriment cette enzyme (pour revue voir

Forstermann et al., 1998).

Les isoformes NOS neuronale (nNOS) et NOS endothéliale (eNOS) sont
exprimées de fagcon constitutive et sont regroupées sous le terme cNOS. Elles
produisent en conditions physiologiques de faibles quantités de NO.
L'isoforme de type Il est inductible (iNOS), elle est synthétisée de novo
seulement aprés stimulation et libere dimportantes quantités de NO.
Toutefois certains travaux chez I'homme et chez les rongeurs ont révélé

gu’'une faible quantité de iINOS serait exprimée de facon constitutive dans
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Figure 13 : Schéma représentatif de la structure des dimeéres constituants les NOS.
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certains tissus tel que le muscle squelettique (Boczkowski et al., 1996),
I'épithélium respiratoire (Guo et al., 2000), les plaquettes sanguines (Chen &
Mehta, 1996) et I'épithélium colique (Roberts et al., 2001; Perner et al.,
2002a). Cependant, son expression devient prépondérante dans presque tous
les tissus par l'intermédiaire de certaines molécules impliquées dans la
défense immunitaire et la réaction inflammatoire comme les cytokines pro-
inflammatoires (TNF-a, IL-1b, INF-g et le LPS bactérien (Hevel et al., 1991 ;
Stuehr et al., 1991).

En conséquence, outre leur distribution cellulaire et tissulaire ainsi que
I'amplitude et la durée de production du NO, les NOS se différencient par leur

régulation.

2.3.2. Expression et régulation des différentes NOS

La séquence primaire des acides amines des NOS contient des séquences
consensus comprenant les différents sites de liaisons aux cofacteurs et
coenzymes dont elles ont besoin pour l'assemblage des monomeéres et/ou
pour leur activité catalytique. Les NOS sont en effet des protéines
homodimeériques dont les deux monomeres peuvent eux-mémes étre divises
en deux domaines principaux (Figure 13) : I'un ayant une activité réductase
du coté carboxy-terminal et possede les sites de liaisons a la calmoduline
(CaM), a la FMN (flavin mononucleotide), a la FAD (flavin adenine dinucleotide)
et au NADPH (nicotinamide adenine dinucleotide phosphate), et I'autre ayant
une activité oxygénase du coté amino-terminal et contient les sites de liaisons

pour la L-arginine, I'héme prosthétique (Fe) et la tetrahydrobioptérine (BH4).

2.3.2.1. Les cNOS

L’activité de la nNOS est régulée par des mécanismes dépendant du calcium

et de la calmoduline. Sous forme inactive dans le cytosol, la NnNOS est

présente a I'état phosphorylé (Dinerman et al.,, 1994), notamment au niveau

des résidus sérine (Zoche et al.,, 1997 ; Hayashi et al., 1999), empéchant la
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fixation du complexe Ca2+/calmoduline. En réponse a une augmentation de la
concentration intracellulaire en Ca2*, la nNOS interagit avec le complexe
Ca2t/calmoduline, passe dans le cytoplasme ou elle va alors étre
déphosphorylée ce qui provoque son activation (Wang & Marsden, 1995 ;
Dawson et al., 1998). Par ailleurs, bien que s’exprimant de facon constitutive,

le géne de la NnNOS peut étre régulé au niveau transcriptionnel par divers

facteurs de transcription dont le NF-kB (Hall et al., 1994).

De facon similaire, I'expression de la eNOS est constitutive et son activité
est Caz+/calmoduline dépendante (Forstermann et al.,, 1991 ; Pollock et al.,
1991). En revanche, contrairement a la nNOS, elle est reliée a la membrane
cellulaire (Garcia-Cardena et al., 1996a,b). Cette localisation semble étre
favorable a la libération locale d’'importantes concentrations de NO dans le
tissu endothélial (Liu et al., 1996), en réponse aux nombreux stimuli tant en
conditions physiologiques que pathologiques (Férstermann et al., 1998). Les
phosphorylations vont également réguler l'activité de la eNOS. Toutefois en
fonction du site de phosphorylation touché, la eNOS peut étre inactive ou
active. Ainsi par exemple, la phosphorylation par une protéine kinase C de la
thréonine 495, localisée au niveau du domaine de fixation de la calmoduline,

entraine une inhibition de I'activité eNOS (Forstermann et al., 1998).

2.3.2.2. LaiNOS

La iINOS nécessite également la calmoduline pour étre active mais
contrairement aux autres isoformes, celle-ci est déja fortement liée a I'enzyme
(Cho et al., 1992) dont l'activité est de ce fait indépendante du taux de
calcium.

L'activation maximale du promoteur du géne de la INOS et par
conséquent l'augmentation des taux basaux de transcription, est produite
lors de la combinaison entre les cytokines pro-inflammatoire et le LPS (Cho et
al., 1992). Le NF-kB semble a ce niveau jouer un rbéle primordial dans la

régulation de I'expression de la iINOS (Xie et al., 1993; Chartrain et al., 1994 ;
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Ghosh et al., 1998 ; Taylor et al., 1998). Une inhibition transcriptionnelle de
I'expression du géne de la iINOS a été décrite in vitro avec le TGF-b dans les
macrophages (MacMicking et al.,, 1997 ; Jun et al.,, 1995) et avec les
interleukines IL-4, IL-10 et IL-13 (Jungi et al., 1997).

De plus, les cytokines telles que I'INF-g le TNF-a, I'lL-1, I'lL-4 et TGF-b,
induisent ou suppriment la guanosine triphosphate cyclohydrolase I, enzyme
clé de la synthése de BH4, essentiel pour la catalyse des NOS, constituant de
ce fait un autre niveau de la régulation des différentes NOS (Werner-Felmayer

et al., 2002).

Outre le niveau transcriptionnel, I'autre niveau de régulation des NOS est
catalytique et s’effectue a travers des systemes de rétrocontrbles et
notamment a travers la disponibilité du substrat (L-arginine) et le NO lui-
méme.

Il existe deux pools séparés de L-arginine (Chang et al.,, 1998). La
production du NO par la iINOS dépend de la L-arginine extracellulaire, méme
lorsqu’'un niveau en L-arginine intracellulaire adéquat est présent (Chang et
al., 1998). Dans les macrophages, les protéines de transport qui permettent
la "capture" de la L-arginine extracellulaire sont “sur-régulées” par le LPS
(Closs et al., 2000 ; Nicholson et al.,, 2001). Toutefois, la concentration
extracellulaire en L-arginine est fortement modulée par un antagoniste
endogéne de la INOS : l'arginase, qui dégrade la L-arginine en urée et
ornithine (Wu & Morris, 1998). Cette enzyme est fortement exprimée dans les
macrophages, les cellules dendritiques et les entérocytes sous l'action des
cytokines de type Th2 (IL-4 avec ou sans IL-10, IL-13), le TGF-b et k LPS
(Munder et al., 1999; Gotoh & Mori, 1999). Lorsque la “sur-régulation” de
I'arginase précede I'induction de la iNOS par I'INF-g associé au TNF-a ou au
LPS, elle prévient la production de NO par déplétion de substrat (Munder et
al.,, 1999 ; Gotoh & Mori, 1999 ; Rutschman et al.,, 2001). Le pool de
L-arginine peut étre régénérer dans les macrophages a partir de la citrulline
par lI'arginosuccinate synthétase induite par le LPS (avec ou sans I'INF-g
(Hattori et al., 1994 ; Nussler et al., 1994 ; Nagasaki et al., 1996).

-72-



Régulation des NOS

Trés tzjas ISci)veaux cNOS - P
e
\
ACTIVATION == Phosphorylation
f LPS
y Niveaux cytokines pro-inflammatoires
NE-kB : INACTIVATION physiologiques <«— CNOS
de NO

Inhibiteurs des cNOS
Inducteurs de iINOS

Activateurs des cNOS
Suppresseurs de iINOS

Donneurs de NO

iNOS —— Hauts niveaux de NO g INOS g

Figure 14 : Schéma de synthése du controle des niveaux de NO (d'aprés Colasanti
& Suzuki, 2000)

INACTIVATION I— ACTIVATION = =—»

-73-



Chapitre 2 : La réaction inflammatoire digestive

Par ailleurs, le NO inhibe la iINOS a travers un mécanisme impliquant le
fer du groupement prosthétique de lI'enzyme (Griscavage et al., 1993). En
effet, les trois isoformes de NOS ont une structure commune correspondant a
un acide aminé vraisemblablement le Trp 409 conservé dans les différentes
isoformes (Adak et al., 1999). Ainsi, en se fixant sur I’héme au niveau de cette
structure, le NO va donner naissance a un complexe fer-nitrosyl supprimant
alors son activité catalytique (Kurjak et al., 1999). Par conséquent, le NO
endogéene exerce un effet inhibiteur sur I'activité catalytique des NOS de facon
autocrine et module donc sa propre transcription. Ainsi, le NO endogéne mais
aussi le NO apporté par des donneurs de NO réduisent significativement
I'activité de la NOS inductible (Griscavage et al., 1993 ; Morin et al., 1994) de
la NOS neuronale (Rogers & Ignarro, 1992 ; Rengasamy & Johns, 1993 ; Abu-
Soud et al., 1995 ; Hosoda et al., 1998), et de la NOS endothéliale (Buga et al.,
1993 ; Ravichandran et al., 1995 ; Sheehy et al., 1998).

Cet effet modulateur du NO a également été observé au niveau
transcriptionnel. En effet, de nombreux travaux ont montré que le NO
endogéne ou les donneurs de NO pouvaient exercer un rétrocontrble négatif
sur la transcription des génes codant pour les différentes NOS et plus
particulierement pour la INOS, notamment en inactivant le facteur
transcriptionnel NF-kB (Mattews et al., 1996 ; Park et al., 1997 ; Togashi et
al., 1997 ; Katsuyama et al., 1998 ; de la Torre et al., 1999 ; Qu et al., 2001).

Ainsi, dans les conditions normales, les concentrations physiologiques du
NO issu des cNOS exercent un effet répresseur sur l'induction de I'expression
de la INOS en maintenant le NF-kB dans un état d’'inactivation (Figure 14).
Toutefois, il a été observé qu’en conditions pathologiques, certains composés
agissant comme inducteurs de la INOS (i.e. LPS, cytokines pro-
inflammatoires ou les deux) vont rapidement déplacer I'équilibre NnNOS/eNOS
U nNOS-P/eNOS-P vers la forme phosphorylée. La phosphorylation des cNOS
va se traduire par une inactivation de ces dernieres et par conséquent par un
abaissement abrupt du niveau intracellulaire de NO en dessous de la valeur

seuil physiologique qui
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maintenait I'effet inhibiteur de la INOS (Colasanti et al., 1997 ; Colasanti et
al., 1999). Le niveau tres faible de NO alors présent va se traduire par une
levée de linhibition de [l'activation du NF-kB suivi par l'induction de
I'expression de la iNOS et par la production d’'importantes quantités de NO
(Figure 14). En outre, tout composé réduisant la concentration intracellulaire
de NO tels que les inhibiteurs des cNOS peut induire le méme phénomeéne.
Réciproquement, la suppression des inducteurs de I'expression de la iNOS va
avoir l'effet inverse. lls peuvent augmenter le niveau de NO intracellulaire
issu des cNOS et ainsi maintenir la suppression de I'activation du NF-kB en
présence d’inducteurs de la iINOS. Les activateurs des cNOS ainsi que les

donneurs de NO peuvent agir selon une voie similaire.

2.3.3. La réactivité du NO

La demi-vie du NO dans les systemes biologiques est de I'ordre de quelques
secondes (Marletta, 1988), son apolarité lui facilite son passage a travers les
membranes biologiques, et sa diffusion a travers les tissus. La distance de
diffusion du NO sécrété par une cellule unique est de I'ordre de 150 a 300 nm
en 4-15 secondes, et encore d'avantage lorsque les cellules sont regroupées
(Lancaster, 1994 ; Lancaster, 1996). Ainsi, de par ses capacités de diffusion,
I'activité du NO n’est pas restreinte a son site de production. Le NO ne se fixe
pas sur un récepteur mais il interagit avec des molécules cibles non
spécifiques. Les effets du NO different avec son taux, sa durée et son lieu de
production, et la nature des molécules cibles. A ce titre, Wink & Mitchell
(1998) proposent deux types d’effets du NO (directs et indirects) résultant de
deux types de réactions dans les milieux biologiques (Figure 15). Ainsi, les
effets directs vont correspondre a l'interaction directe du NO avec des
molécules biologiques et ont lieu lorsque la concentration en NO est faible.
Ces effets correspondent aux effets physiologiques protecteurs et régulateurs
du NO. A l'inverse, les effets indirects correspondent aux réactions impliquant
les dérivés intermédiaires du NO tels que les RNOS (eactive nitric oxygen

species) qui résultent de la combinaison du NO avec l'oxygene moléculaire
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(O2) ou l'anion superoxyde (O2-) (Figure 15). Les RNOS prédominants in vivo
sont le dinitrogene trioxyde (N203) et le peroxynitrite (ONOO-), pouvant tous
deux induire différents types de stress chimique : nitratif, nitrosatif et
oxydatif (Wink & Mitchell, 1998). Ces effets apparaissent lorsque la
concentration en NO est importante. Les RNOS participent a la genése des
lésions tissulaires dans plusieurs situations pathologiques dont
I'inflammation (Grisham et al.,, 1998 ; Hierholzer et al., 1998; Wink &
Mitchell, 1998).

En dautres termes le NO peut s’opposer aux multiples mécanismes
lésionnels issus des processus inflammatoires, mais il peut également les

accompagner.

2.3.4. NO et inflammation digestive

2.3.4.1. NO endogéne

En cas d’agression, c’est dans un premier temps le NO issu des cNOS qui
participe au maintien de l'intégrité de la mugueuse gastro-intestinale en
limitant I'extension des processus lésionnels par lI'intermédiaire entre autre
de son action vasodilatatrice (Warner et al., 1989 ; Li et al., 1992 ; Salzman,
1995). Secondairement, on assiste a l'intervention du NO provenant de la
iNOS.
D’une maniére générale, le NO va exercer de nombreux effets incluant

(i) I'inhibition de I'adhérence et de I'agrégation plaquettaire (Radomski et al.,
1987 ; Radomski et al.,, 1990), (ii) la modulation de la perméabilité
endothéliale (Kubes & Granger, 1992), (iii) I'atténuation de lI'adhérence, de
I'agrégation (De Caterina et al., 1995 ; Bogdan et al., 2000; Trifilieff et al.,
2000 ; Pfeilshifler et al., 2001) et des fonctions leucocytaires (Kubes et al.,
1991) dont le piégeage des radicaux libres et plus particulierement du radical
superoxyde (en inhibant I'auto-assemblage de la NADPH oxydase) (Fujii et al.,
1997 ; Bloodsworth et al., 2000).
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Cependant, la littérature dans son ensemble suggere qu'une production
importante de NO induit des dommages au niveau du tube digestif.
L'utilisation d’'inhibiteurs de NOS dans des modeles de colites expérimentales
montre en effet qu'une inhibition de la production de NO peut atténuer les
lésions inflammatoires (Miller et al., 1993 ; Grisham et al., 1994 ; Hogaboam
et al., 1995 ; Miller et al., 1995 ; Rachmilewitz et al., 1995 ; Nakamura et al.,
1999), ce qui est toutefois controverse par d'autres travaux ou I'inhibition des
NOS montrent peu (Ribbons et al., 1997 ; Hogaboam et al., 1995) ou pas
d’effet (Hutcheson et al., 1990 ; Mac Kendrick et al., 1993 ; Conner et al.,
1995 ; Kiss et al., 1997; Dikopoulos et al., 2001) ou voire méme une
exacerbation de I'inflammation (Pfieffer & Qui, 1995).

Cet effet ambivalent du NO trouverait son explication dans le fait qu’en
fonction de la phase inflammatoire, le NO régule la réponse immunitaire dans

le sens anti-ou pro-inflammatoire.

L'importance du NO dans l'inhibition de l'inflammation durant la phase
initiale (aigué) a été rapportée dans différents travaux et notamment a travers
ses effets “anti-neutrophilaires” (Mac Kendrick et al., 1993 ; Kubes et al.,
1994) et anti-oxydants a l'égard de I'O2- et de I'H202 (Wink et al., 1993 ;
Johnston et al., 1996). Dans des modeles d'inflammation aigué, I'inhibition
du NO se traduit par une augmentation du recrutement des neutrophiles, du
stress oxydatif, de la dégranulation des mastocytes et de la perméabilité
microvasculaire et épithéliale (Kubes et al., 1991 ; Kubes, 1992 ; Kubes &
Granger, 1992 ; Kubes et al.,, 1993) et de ce fait par une exacerbation des
lIésions (Hutchensonn et al., 1990 ; Kubes et al., 1995 ; Hosoi et al., 2001). A
cet effet, l'intervention essentielle de la INOS dans ce processus a été
soulignée : (i) l'utilisation de I'amino-guanidine (AG : un inhibiteur spécifique
de la iNOS) se traduit par une augmentation des lésions de la muqueuse
coligue et de la réponse inflammatoire dans le modéle de colite au TNBS chez
le rat (Dikopoulos et al., 2001), (ii) les souris iINOS-/- ne développent pas de
processus de réparation suite a une colite induite par l'acide acétique
(McCafferty et al., 1997) et présentent en phase aigué des lésions plus séveres

que les souris sauvages (McCafferty et al.,, 1997 ; Mashimo & Goyal, 1999),

-78-



Chapitre 2 : La réaction inflammatoire digestive

(iti) Fadministration chronique d’'inhibiteurs de NOS induit une inflammation

intestinale (Miller et al., 1993 ; Miller et al., 1994).

Le réle bivalent de la INOS dans la phase de développement de I'inflammation
au TNBS (phase aigué versus phase chronique) a été étudié. Ces études
montrent que (i) la iINOS neutrophilaire améliore la colite en phase aigué mais
n'a pas d'impact en phase chronique (Mc Cafferty et al., 1999a), (ii) un pré-
traitement de 2 jours avec le L-NAME exacerbe les Iésions inflammatoires et a
I'inverse, I'administration de L-NAME apres l'induction de la colite les réduit
(Kiss et al., 1997).

Ainsi, un réle néfaste de la INOS dans le développement de la phase
inflammatoire chronique a été rapporté dans différents travaux, mais est
toutefois controversé. Par exemple, l'utilisation de L-NAME (inhibiteur non-
spécifique de la INOS) et d’AG (inhibiteur spécifique), dans le modele TNBS
montre que seule 'AG réduit la sévérité de la colite chez le rat (Nakamura et
al., 1999) et diminue l'iléite chez le cobaye (Miller et al., 1995). A contrario,
d’autres travaux montrent qu'aucun de ces deux inhibiteurs n’a d’'effet sur la
sévérité de la colite chez le rat (Armstrong et al., 2000). De méme, le
mercaptoalkylguanidine (MEG : inhibiteur spécifigue de I'enzyme inductible)
atténue significativement les signes cliniques (diarrhée, perte de poids) de la
colite induite par le TNBS chez le rat, ainsi que l'infiltration des granulocytes,
les scores lésionnels macroscopiques et histologiques (Zingarelli et al., 1998).

Dans le modele de colite induite par le TNBS, l'utilisation de souris
iNOS-/- montre une résolution totale de la colite en phase chronique chez ces
derniéres, alors qu'a ce stade de Ilinflammation les souris sauvages
présentent encore des dommages séveres (Zingarelli et al.,, 1999). A l'inverse,
il a été rapporté que lI'absence d’'induction de la iINOS importe peu sur le
développement de la phase chronique dans ce modele (McCafferty et al.,
1999a). Enfin, dans le modele de colite chronique qui se développe
spontanément chez des souris IL-10 déficientes, il a été observé que la colite
se développe avec la méme intensité chez des souris déficientes non
seulement du géne de I'lL-10 mais aussi pour le géne de la iNOS (McCafferty

et al., 1999b).
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Chez I'homme, le réle du NO dans les maladies inflammatoires de l'intestin a
été suggeré a travers diverses études cliniques qui démontrent la présence
d'un niveau élevé de nitrites/nitrates dans le plasma, de NO- dans les
dialyses rectales, ainsi qu'une augmentation de l'activité INOS dans les
neutrophiles, les macrophages, les cellules épithéliales et les cellules
endothéliales dans les biopsies issues de ces patients (Boughton-Smith et al.,
1993 ; Roedinger et al., 1986 ; Rachmilevitz et al., 1995 ; Singer et al., 1996 ;
Kolios et al., 1998 ; lkeda et al., 1997 ; Iwashita et al., 1998). De plus, une
corrélation entre l'activité iINOS et la séveérité des lésions endoscopiques et
histologiques a été montrée (Kimura et al., 1998). Toutefois, il a également été
décrit que dans des cas cliniques de collagenous colitis (colite qui n'est jamais
associée avec des ulcérations macroscopiques marqueées), le taux de NO était
beaucoup plus élevé que celui rencontré dans le cas de la colite ulcéreuse
(Perner et al.,, 2002b). Il n’existe donc pas de corrélation entre la
concentration en NO et la formation des Ilésions. Les meécanismes
responsables des effets délétéres du NO au niveau de la muqueuse intestinale
englobent en effet la production de radicaux libres nitrogénés potentiellement
oxydants (pour revue voir Pryor & Squadrito, 1995), tels que le peroxynitrite
et la mise en place de réactions d'oxydation (Virag et d., 2003) déclenchant
des processus cytotoxiques incluant la péroxydation lipidique et
I'endommagement de I’ADN, et des réactions de nitration (Miller & Sandoval,
1999) de la tyrosine par exemple conduisant a la formation de la
3-nitrotyrosine (3-NT). Cette derniere est utilisée en tant que méthode
standard reflétant la formation du peroxynitrite compte tenu de la haute

réactivité de ce dernier.

La formation de 3-NT a été mise en évidence en utilisant les techniques
d'immunohistochimie tant chez I’'homme dans des biopsies issues de patients
atteints de MICI (Singer et al.,, 1996 ; Dijkstra et al., 1998 ; Kimura et al.,
1998), que chez l'animal dans des modeles d'inflammation expérimentale
(Miller et al., 1995 ; Zingarelli et al., 1998). Dans ce dernier cas, la formation
de 3-NT et les index inflammatoires sont significativement réduits lors de

I'administration d’AG dans le modele d’iléite induite par le TNBS chez le
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cobaye (Miller et al., 1995) et par l'administration de MEG dans la colite
induite par le TNBS chez le rat (Zingarelli et al., 1998). De facon similaire,
chez des souris INOS déficientes, une réduction significative des stress
oxydatif et nitrosatif induits par le TNBS a été observee (Zingarelli et al.,
1999). En conséquence, ces travaux suggerent que 'augmentation du NO par
I'activation de la INOS est nécessaire a la formation de peroxynitrite.
Toutefois, de par la diffusion aisée du NO dans les tissus, la 3-NT et la iINOS
ne sont pas toujours co-localisées. Ainsi, dans le cas de la colite au TNBS, la
iINOS a été localisée dans les cellules inflammatoires infiltrantes (MacCafferty
et al., 1999 ; Zingarelli et al., 1998) alors que la formation de la 3-NT apparait
tout au long du tissu enflammé (Zingarelli et al., 1998). Une autre étude
montre également que le site de formation de 3-NT dans le modele de colite
induite par le TNBS est distinct de celui de la INOS (Miampamba & Skharkey
1999). En revanche, dans le modele d'iléite, la formation de 3-NT apparait au
voisinage de l'expression de la iNOS (villosités des cellules épithéliales et

neurones) (Miller et al., 1995).

Chez I'homme, la 3NT a été détectée au niveau des cellules épithéliales
(Singer et al., 1996 ; Dijkstra et al., 1998 ; Kimura et al., 1998) et de la lamina
propria (Dijkstra et al., 1998 ; Kimura et al., 1998) chez des patients atteints
aussi bien de la maladie de Crohn, que de recto-colite hémorragique ou de
diverticulite. Toutefois, les résultats de ces études divergent quant a la co-
localisation ou non de la INOS et de la 3-NT. Par exemple, une
immunoréactivité intense de la iINOS associée a la formation de 3-NT a été
montrée (Singer et al., 1996). A I'inverse, dans une autre étude la formation
de 3-NT a été détectée a la surface des cellules inflammatoires produisant les
ROMs (reactive oxygene metabolite) et I'expression de la iINOS a été détectée

principalement au niveau épithélial (Dijkstra et al., 1998)

Ces données obtenues aussi bien chez I'hnomme que chez l'animal,
suggerent que le NO issu des iINOS ne détermine pas nécessairement le lieu
de formation du peroxynitrite et que le NO issu des cNOS ainsi que le site de

formation des ROMs sont également a considérer. Par ailleurs, bien que la
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plupart des cellules soient capables de produire a la fois du NO et de I'O2, le
flux relatif de production de ces deux radicaux est un facteur important dans
la formation du peroxynitrite. A ce titre, il a été montré que la formation de
peroxynitrite n’est augmentée que si le NO et I'O2- sont produits en quantité
égale (réaction stoechiométrique) (Miles et al., 1996). De plus, la génération en
exces de lI'un de ces deux radicaux se traduit par une diminution de la
formation de peroxynitrite (Miles et al., 1996). Par ailleurs, compte tenu du
fait que contrairement au NO, le radical superoxyde ne diffuse pas, la
quantité de peroxynitrite produite est limitée d’'une maniére site-spécifique

aux endroits ou il y a une forte production d’O2- (Grisham et al., 1999).

Le NO peut moduler la perméabilité intestinale et la translocation bactérienne
dans différentes voies et directions, en fonction des modeéles expérimentaux
employés et de la concentration locale en NO.

En conditions physiologiques, l'inhibition de [I'activité cNOS par le
L-NAME induit une augmentation substantielle et rapide de la perméabilité
épithéliale (Kubes, 1993 ; Kanwar et al., 1994). A contrario, l'implication
d’'une forte concentration en NO dans la rupture de l'intégrité de la barriere
épithéliale a été soulignée au travers de nombreux travaux. Les mécanismes
par lesquels la surproduction de NO induit un dysfonctionnement de la
barriere intestinale apparaissent complexes et multi-factoriels. lls incluent
entre autres les réactions d’oxydation et de nitration (Alican & Kubes, 1996 ;
Liu & Sundqvist, 1997), I'ouverture des jonctions serrées et la rupture du
cystosquelette d’actine (Salzman et al., 1995 ; Banan et al., 2000 ; Forsythe et
al., 2002).

Ainsi, la rupture de l'intégrité de la barriére intestinale par rupture du
cytosquelette, liée a la nitration et a I'oxydation de la molécule d’actine, par
les radicaux nitrogénés tels que le peroxynitrite a été rapportée (Banan et al.,
2000 ). En outre, l'utilisation d’'inhibiteurs de NOS et de piégeurs de radicaux
nitrogénés ont reverseé ces effets (Banan et al., 2001). De plus, au cours de la
colite induite par le TNBS les peroxynitrites contribuent majoritairement a

I'apoptose des entérocytes (Yue et al.,, 2001). Enfin, la rupture de la barriére
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épithéliale induite par le LPS résulterait de dommages provoqués par le NO
entérocytaire de maniére autocrine (Forsythe et al., 2002)

Plusieurs autres travaux confirment [I'implication du NO dans
I'augmentation de la perméabilité intestinale en utilisant des inhibiteurs de
NOS chez le rat ou des souris iINOS déficientes. Ces études montrent que cet
effet du NO sur la perméabilité épithéliale s’accompagne de translocation
bactérienne (Kanwar et al., 1994 ; Sorells et al., 1996 ; Mishima et al., 1997 ;
Unno et al., 1997).

Il a en effet été rapporté que le NO issu des iNOS favorise la translocation
bactérienne apres un challenge au LPS (Unno et al., 1997). Ceci a été
confirmé en utilisant des souris INOS-/- qui exposées au LPS ne présentent
pas de translocation bactérienne (Mishima et al., 1997). De méme, dans le
modele d'obstruction iléale chez le rat, il a été montré que l'inhibition des
NOS par I'AG et le L-NAME réduit le temps minimum de transit bactérien
durant la translocation bactérienne dans la sous-muqueuse (Samel et al.,
2003). Le temps minimum de transit est un parameétre de cinétique de
translocation décrivant la période de temps minimal nécessaire a une bactérie
intestinale d'entrer et de traverser la muqueuse intestinale. De plus,
I'administration de L-arginine accélére significativement ce temps au niveau

de la musculeuse (Samel et al., 2003).

Toutefois, le NO produit en fortes quantités via la INOS par les cellules
immunitaires (et plus particulierement les macrophages), et les cellules
épithéliales intestinales intervient également dans I'élimination des agents
pathogénes.

L'utilisation de L-NMMA (inhibiteur des NOS) réduit in vitro la cytotoxicité
des macrophages envers des micro-organismes pathogéenes (Granger et al.,
1988). Il semblerait que le caractére bactéricide du radical NO macrophagique
résulterait essentiellement de la production des RNOS et des réactions
d’'oxydation, de nitrosation et de nitration qui en découlent (De Groote &
Fang, 1995 ; Fang, 1997 ; Bogdan et al., 2000). De plus, le peroxynitrite qui

compte parmi les molécules a haut pouvoir microbicide peut étre formé a
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I'intérieur des microorganismes par la réaction entre le NO provenant de
I’héte et I'O2- provenant du pathogéne (St John et al., 2001).

Certaines bactéries intraluminales induisent la production de NO par les
cellules épithéliales de la muqueuse colique en activant le NF-kB (Salzman et
al., 1998). A ce niveau, le NO interviendrait (i) dans la défense de I’héte contre
les pathogénes luminaux, (ii) dans la maintien en “latence” de ces micro-
organismes (Fang, 1997). Dans ce cas également, le NO agirait via la
production de radicaux libres nitrogénés et des réactions qui en résultent
(Fang, 1997).

Toutefois, certaines bactéries pathogénes possédent des systemes de
défense microbienne a I'égard du stress oxydatif et nitrosatif (Fang, 1997).
Par exemple, M. tuberculosi et S. thyphimurium sont équipées de
peroxyredoxine, enzyme qui détoxifie le peroxynitrite en nitrite (Bryk &
Mryglod, 2000). L’existence chez Salmonella dublin d’'un facteur inhibant
I'expression du messager de la iINOS dans les cellules épithéliales intestinales

a également été décrite (Salzman et al., 1998).

2.3.4.2. NO exogene

Le role du NO dans les systemes biologiques a également été étudié en
utilisant des donneurs de NO. Parmi les plus couramment utilisés (pour
revue voir Feelish & Stamler, 1996 ; Feelish, 1998) on trouve :

- les nitrates inorganiques tels que la triglycérine (GTN) et I'isosorbide
dinitrate (ISDN),

- les S-nitrosothiols et notamment le S-nitroglutathion (SNOG),

- les sydnonimines avec la 3-morpholinosydine (SIN-1),

- les NONOates et plus particulierement la spermine et la diéthylamine
(Sper/NO, DEA/NO),

- les métaux de transition nitroxylés comme le nitroprussiate de sodium
(SNP : Naz[Fe (CN)s NOJ2- qui se décompose dans l'organisme au niveau des
érythrocytes et des tissus en cyanure (CN-) qui est ensuite transformé en
thiocyanate (SCN-) et en NO.
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Les voies conduisant a la libération de NO varient en fonction des différentes
classes de donneurs de NO (catalyse enzymatique, interactions avec d’autres
molécules ou libération spontanée, réduction ou oxydation) (pour revue voir
Feelish & Stamler, 1996). L'activité des donneurs de NO est tributaire de
certains facteurs tels que leur sensibilité aux modifications de pH, d’oxygéne,
de lumiere et de température, ainsi que l'effet de composés issus de leur
métabolisme in vivo. Par ailleurs, le NO se présente sous différents états
redox (NO+, NO-, NO.) qui influencent sa réactivité vis-a-vis des molécules
cibles (Butler et al.,, 1995). L'état redox du NO libéré dépend également des
conditions environnementales, du profil enzymatique et de I'organe ou tissu

considéré (Feelish & Stamler, 1996).

En cas d’agression, le réle du NO dans lI'atténuation des processus lésionnels
a été montré en utilisant des donneurs de NO. L'adhésion des leucocytes a
I'endothélium vasculaire en réponse a des facteurs chimiotactiques (Wallace
et al.,, 1999) et leur agrégation dans les microvaisseaux mésentériques
(Gaboury et al., 1993) peuvent étre supprimées par I'administration de NO.
De plus les donneurs de NO sont des inhibiteurs de la synthése du LTB4 et de
la production d'O2- (Ney et al.,, 1990 ; Darius et al., 1992; Moilanen et al.,
1993; Pieper et al.,, 1994). Ces effets inhibiteurs pouvant étre en partie
expliqgués par des effets enzymatiques indépendants du cGMP. Par exemple,
le NO inhibe la NADPH oxydase et la 5-lipo-oxygénase qui sont
responsables de la production de I'O2- et de LTB4 respectivement (Clancy et
al., 1992). En outre, 'accumulation des leucocytes et la destruction tissulaire
peuvent étre reversées par la perfusion de donneurs de NO (Lefer et al.,
1993).

En conditions physiologiques, I'augmentation de la perméabilité intestinale
induite par le L-NAME est reversée par des donneurs de NO tel que le SNP
(Kubes, 1992). Par ailleurs, les études conduites in vivo chez le chat et in vitro
sur des cellules épithéliales humaines ont démontré qu’une perfusion locale
de composés libérant de forte quantité de NO ne provoque aucun

changement, ni au niveau de la perméabilité microvasculaire, ni au niveau de
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I'intégrité de la barriére épithéliale au niveau de I'intestin gréle (Kubes et al.,
1993). De plus, une administration concomitante d’'un donneur de NO avec
un médiateur pro-inflammatoire (PAF) inhibe [l'augmentation de Ila
perméabilité intestinale et microvasculaire induite par ce dernier. Cet effet
anti-inflammatoire du NO exogene a également été rapporté dans la
résolution de la colite induite par le TNBS (Wallace et al., 1999). En outre,
I'administration de NO-mésalamine est plus efficace que la mésalamine

administrée seule (Wallace et al., 1999).

En conditions pathologiques, I'administration de donneurs de NO améliore
l'augmentation de la perméabilité de la muqueuse intestinale induite par des
endotoxines (Payne & Kubes, 1993). Réciproquement, lI'inhibition des NOS
aggrave le dysfonctionnement de la barriére intestinale induit par des stimuli
nocifs (Hutcheson et al., 1990 ; Alican & Kubes, 1996). Cependant, d’autres
travaux réalisés in vitro suggerent qu’'un apport de NO se traduise par une
rupture de la jonction péri-jonctionnelle des filaments d’actines et/ou la
diminution intracellulaire de I'ATP, de maniere pH-, dose- et temps-
dépendants (Unno et al., 1997 ; Xu et al., 2002). Ces effets impliqueraient en
partie le peroxynitrite et son acide conjugué issus de la réaction entre le NO
exogene et I'O2- endogene intracellulaire (Menconi et al., 1998).

Un effet dose-dépendant des donneurs de NO sur la viabilité des bactéries
dans les entérocytes et leur passage a travers la barriere épithéliale a
également été rapporté (Inaba et al., 1999). Dans un modele d’'inflammation
systémique, le SNP augmente la translocation bactérienne (Eleftheriadis et
al., 2000). Toutefois, un effet bénéfique dose-dépendant d'un autre donneur
de NO, le NOR-3 (E-ethyl-2-[(E)-hydroxyimino]-5-nitro-3-hexnamine) sur la
translocation bactérienne dans un modéle de Iésions hémorragiques
intestinales induites par I'indométacine a été montré (Tanaka et al., 2001).

Enfin, les donneurs de NO présentent également des propriétés
microbicides, et la résistance microbienne a leur égard semble étre corrélée

avec la pathogénicité de ces microorganismes (Fang, 1997).
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2.4. Hypersensibilité viscérale d’origine inflammatoire

Les phénoménes inflammatoires induisent un état d’hyperalgésie viscérale
correspondant a une activation exagérée des voies sensitives en réponse a des
stimuli douloureux ou non, au niveau périphérique et au niveau central (pour
revues voir Mayer & Gebhart, 1994 ; Buéno et al., 1997 ; Fioramonti et al.,
2001). Au niwau périphérique, ces altérations mettent en jeu la
sensibilisation des afférences primaires, essentiellement les nocicepteurs
polymodaux des fibres C, des modifications des systémes modulateurs de la
douleur et le recrutement de nocicepteurs silencieux a I'état basal (pour
revues voir Mayer & Gebhart, 1994 ; Buéno et al., 1997 ; Fioramonti et al.,
2001).

Chez les patients atteints de MICI des modifications de la sensibilité
viscérale ont en effet été observées (Farthing & Lennard-Jones, 1978). Une
hypersensibilité du rectum se traduisant par un abaissement du seuil de
douleur en réponse a la distension intraluminale rectale a été rapportée chez
les patients soufrant de RCH (Rao et al., 1987). De méme une inflammation
colique induite par le TNBS chez le rat sensibilise le rectum a la distension se

traduisant également par un phénomene d’allodynie (Morteau et al., 1994).

Les médiateurs chimiques synthétisés et libérés dans le foyer inflammatoire
jouent un roéle dans l'induction, la transmission et la modulation des
messages nociceptifs (pour revue voir Fioramonti et al.,, 2001). Ainsi, lors
d'une inflammation périphérique la bradykinine, certaines cytokines, les
prostaglandines, le NGF (erve growth factor) stimulent et sensibilisent les
terminaisons des neurones sensoriels primaires. A coté de ces médiateurs
inflammatoires, il existe des médiateurs d'origine neuronale (substance P,
CGRP, neurokinine A...) libérés par les nocicepteurs eux-mémes. Ces
neuropeptides algogénes vont induire une inflammation neurogéne. En outre,

I'ensemble de ces médiateurs pérennise I'inflammation et la douleur.
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[ ettets pro-inflammataires | . [effets hyperaigesiques |

Figure 16 : Les kinines et la chaine des cytokines dans la douleur aigué
inflammatoire (d'aprés Le Bars & Adam, 2002)
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2.4.1.Les médiateurs

La bradykinine est impliquée dans la transmission de la douleur viscérale
lors des phases précoces et tardives de lI'inflammation. Les récepteurs a la
bradykinine sont de deux types Bl et B2 (Regoli & Barade, 1980). Le
récepteur B1l, de type inductible, participerait au maintien de I'hyperalgésie
inflammatoire chronique (pour revue voir Buéno et al., 1997). Son expression
est déclenchée par des agents inflammatoires comme le LPS, certaines
cytokines, le NGF et la bradykinine elle-méme (Ahluwalia & Perretti, 1999). Le
récepteur B2 aurait quant a lui plutét un réle dans la genese de I'’hyperalgésie
lors de I'inflammation chronique (pour revue voir Buéno et al., 1997).

Outre son action directe pro-nociceptive, la bradykinine est a l'origine de
la libération des autres médiateurs et & l'augmentation de la perméabilité
vasculaire et de la vasodilatation qui en résultent (LeBars & Adam, 2002). En
effet, c’est la bradykinine qui déclenche la libération (i) des cytokines pro-
inflammatoires (TNF-a, IL-1b, IL-6, IL-8), (ii) de [l'acide arochidonique
favorisant la formation des prostaglandines, (iii) des neuropeptides par les
terminaisons libres des fibres afférentes primaires. Elle stimule la synthese
de NO et provoque la dégranulation des mastocytes ce qui a pour

conséquence de libérer histamine et sérotonine (Figure 16).

Les cytokines sont avant tout pro-inflammatoires et hyperalgésiques
(pour revue voir Watkins et al., 1995) notamment par la chaine TNF-a ® IL-6
® IL-1b qui est a l'origine de l'induction de la synthese de COX: et donc de la
libération de prostaglandines. Ces mécanismes sont freinés par des cytokines

anti-inflammatoires, notamment IL-4 et IL-10.

Les prostaglandines (PGEz et PGI2) sensibilisent les nocicepteurs a l'action
des substances algogénes (histamine, sérotonine...) en abaissant le seuil
d’activation avec pour conséquence une réponse accrue aux stimuli
nociceptifs (Befus et al.,, 1992 ; McKay & Bienenstock, 1994 ; Tracey &
Walker, 1995).
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L’histamine et la sérotonine libérées aprés activation et dégranulation des
mastocytes vont exercer un effet direct sur les terminaisons périphériques
des afférences primaires (Collins, 1993). La sérotonine est impliquée a
différents stades depuis la sensibilisation des afférences primaires au niveau
de l'intestin jusqu’a l'intégration centrale des messages nociceptifs. Morteau
et al. (1994), rapportent qu’elle est I'un des médiateurs essentiels impliqués
dans I'hypersensibilité a la distension rectale lors de la colite induite par le
TNBS. L’histamine, dont le réle dans l'inflammation est multiple, intervient
comme médiateur de la composante vasculaire de l'inflammation et des
réactions d’hypersensibilité immédiate par ses propriétés vasodilatatrices
(Atkinson & Kaliner, 1992), et en augmentant la perméabilité vasculaire
(Grega, 1986). De plus, des récepteurs a la substance P sont présents a la
surface des mastocytes (Devillier et al., 1985). En outre, la proximité étroite
entre les mastocytes et les neurones sensitifs conduit a une boucle
amplificatrice dans laquelle la substance P, libérée par les terminaisons
nerveuses, active la dégranulation des mastocytes avec libération d’histamine
qui en retour induit la libération de substance P par les terminaisons

sensitives (Purcell & Atterwill, 1995).

La substance P, mais aussi le CGRP (calcitonine gene-related peptide) sont
des peptides stockés dans les granules de sécrétion des neurones sensitifs et
sont libérés lors de stimulations axonales (Levine et al., 1993). Le CGRP est
un puissant vasodilatateur mais il agit le plus souvent en synergie avec la
substance P. Ainsi, la substance P limite I'action du CGRP, en induisant la
dégranulation des mastocytes et la libération de protéases qui dégradent ce
dernier (Payan et al., 1983).

La substance P est I'un des médiateurs neuro-immunitaires le plus étudié
de par sa participation a de nombreux échanges nerfs/cellules immunitaires
tant en conditions physiologiques que pathologiques. La substance P
augmente la perméabilité microvasculaire et active localement la libération de
médiateurs de l'inflammation par les monocytes, les macrophages, les
mastocytes et les neutrophiles (Payan et al.,, 1984). Elle potentialise la

réponse des neutrophiles a la fMLP (formyl-méthinyl-leucyl-phénylalanine) et
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au complément Cb5a (Perianin et al.,, 1989), elle stimule également la
production de certaines cytokines (IL-6 et TNF-a) par les macrophages (Lotz
et al., 1988), elle induit la prolifération des lymphocytes et la synthese des
immunoglobulines (Stanisz et al., 1987).

Une corrélation étroite entre la production accrue de substance P et une
inflammation colique associée a une douleur viscérale a été rapportée chez le
rat (Kishimoto et al., 1994). Au cours de lI'inflammation induite par le TNBS,
I'implication de la substance P dans la transmission des messages nocice ptifs
sensoriels, mais aussi celle d’autres tachykinines telles que la neurokinine A
(NKA) et la neurokinine B (NKB) passent par leur fixation a leurs récepteurs
NK1 et NK2 (Julia et al., 1995). Les fibres afférentes de type C sensibilisées
lors dinflammation tissulaire périphérique sont considérées comme des

nocicepteurs silencieux sensibles aux neurokinines (Haebler et al., 1990).

2.4.2.NO et I’hypersensibilité viscérale d’origine inflammatoire

A I'heure actuelle, aucune étude relative a l'implication du NO dans
I'hyperalgésie viscérale d'origine inflammatoire n’est disponible dans la
littérature. Toutefois en conditions physiologiques, le peu d’études conduites
afin d’évaluer le r6le du NO dans la sensibilité viscérale lui attribue un effet
anti-nociceptif. Ainsi, il a été montré que le SNP réduit la réponse nociceptive
a la distension gastrique chez le rat (Rouzade et al.,, 1999). Par ailleurs, il
apparait que l'inhibition de la production du NO par le L-NAME se traduit par
a un abaissement du seuil de sensibilité a la distension du célon chez des
sujets sains (Corsetti et al., 2002).

En revanche, I'implication du NO dans I'’hyperalgésie somatique d'origine
inflammatoire a fait 'objet de nombreux travaux lui attribuant un effet anti-
nociceptif ou pro-nociceptif.

Par exemple, une administration intraplantaire de SIN-1 réduit
I'hyperalgésie induite par le PGE2 dans le test de la pression de la patte chez
le rat (Ferreira et al., 1991). Le SNP a un effet anti-nociceptif dans le writhing

test chez la souris (Fidecka & Lalewick 1997). L'inhibition de I'cedéme et de
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I'hyperalgésie mécanique de la patte arriere induite par le carragenane a été
observée apres une administration intrapéritonéale de nitro-paracétamol
NCX-701 chez le rat (Al-Swayek et al., 2000 ; Futter et al., 2001), une
administration intra-cérébroventriculaire ou sous-cutanée ou intra-plantaire
de L-arginine (Durate et al., 1990 ; Kawabata et al., 1992). A l'inverse, une
administration intra-plantaire de L-arginine n'a pas d'effet sur I’hyperalgésie
induite par I'administration intraplantaire de PGEz dans le test de la pression

de la patte chez le rat (Nakamura et al., 1996).

Le rble pro-nociceptif du NO a été mis en évidence en utilisant des
inhibiteurs de NO. Ainsi, le L-NAME est efficace dans le test au formalin chez
la souris aprés une administration intra-cérébroventriculaire, intra-
péritonéale ou orale (Moore et al.,, 1991 ; Babbedge et al., 1993). Le L-NMMA
administré par voie intra-thécale (Malmberg & Yaksh, 1993) est également
efficace dans le test au formalin chez le rat alors qu’il ne I'est pas lorsqu'’il est

administré par voie intra-plantaire (Granados-Soto et al., 1997).

-92-



Chapitre 3

Les probiotiques

SOMMAIRE

Définitions

Modalités d'utilisation

Probiotiques et inflammation digestive
Probiotiques et douleur viscérale
Lactobacillus farciminis

-93-



Chapitre 3 : Les probiotiques

3

Les probiotiques

1. Définitions

A partir du sens littéral du mot probiotique, du grec pro = pour bios = vie (en
faveur de la vie), de nombreuses définitions ont chronologiquement été
proposées. A l'origine, le terme probiotique fut donné en 1965 par Lilly &
Stillwell, par opposition au terme antibiotique (anti=contre bios=vie) et
décrivait des substances produites par un micro-organisme qui stimulent la
croissance d’un autre. En 1974, Parker y integre la notion de maintien de la
microflore intestinale et décrit les probiotiques comme étant des organismes
et des substances qui contribuent a I’équilibre intestinal microbien. Cette
définition trop vaste englobant les cultures microbiennes, les métabolites
produits par les micro-organismes mais aussi les antibiotiques, est revue en
1989 par Fuller. Ce dernier, tout en conservant le réle des probiotiques sur la
microflore intestinale, restreint la définition aux micro-organismes et insiste
sur I'importance de leur viabilité et désigne donc les probiotiqgues comme un
supplément alimentaire microbien vivant qui affecte de facon bénéfique I'héte
en améliorant I’équilibre de sa flore microbienne intestinale. Cette description
bien qu’ayant encore évoluée soit trés proche du sens actuel. Dans les années
1990, de nombreuses autres définitions ont été données (pour revue voir
Schrezenmeir & de Vrese, 2001). Par exemple, en 1992, Havenaar & Huis in't
Veld proposent une définition plus large concernant presque toutes les
surfaces d’échange entre organismes supérieurs et environnement, c'est-a-

dire non seulement l'intestin mais aussi la peau, les voies respiratoires

supérieures et l'appareil urogénital et stipulent qu’un probiotique contient des
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monocultures ou des cultures mixtes vivantes de micro-organismes agissant de
facon bénéfique sur I'organisme de I’hote (animal ou humain) en améliorant les
caractéristiques de la microflore qui y réside. En 1997, la notion d’action
préventive et thérapeutique apparait avec Charteris qui définit les
probiotiques comme étant des micro-organismes qui lorsqu’ils sont ingérés
peuvent exercer un effet positif dans la prévention ou le traitement dans des
conditions pathologiques spécifiques. En 2001, Schrezenmeir & de Vrese
incluent dans leur définition du probiotique I'aspect quantitatif, la notion de
caractérisation de la (ou des) souche(s) utilisée(s) et le fait que les effets
observés doivent étre supérieurs aux effets nutritionnels. Selon ces auteurs
un probiotique est une préparation ou un produit contenant des micro-
organismes définis, viables, en nombre suffisant qui altérent la microflore (par
implantation ou colonisation) dans un compartiment de I’hote et exercent ainsi
des effets santé bénéfiques sur cet hote.

La FAO (Food and Agriculture Organization) des Nations Unies et le WHO
(World Health Organization) ont établi des lignes directrices pour l'utilisation
du terme probiotique dans les aliments (FAO/WHO, 2001). La définition des
probiotiques du comité d’experts réunis par la FAO et le WHO en 2001 a été
la suivante : micro-organismes vivants qui, lorsqu’ils sont administrés en
guantités adéquates, produisent un bénéfice pour la santé de I'hbte. Cette
définition impose que le terme probiotique s’applique uniquement a des
micro-organismes vivants ayant un effet bénéfique démontré, que les micro-
organismes doivent non seulement survivre a leur passage dans le tube
digestif mais également avoir la capacité d'y proliférer. Elle inclut également
les micro-organismes vivants vecteurs de composés physiologiguement
bénéfiques tels que par exemple les souches génétiquement transformées de
Lactococcus lactis produisant de I'IlL-10 (Steidler et al., 2000). Au terme des
exigences qu’englobe cette définition ne sont pas considérés comme
probiotiques ni les micro-organismes vivants au moment de leur ingestion,
qui ont un effet physiologique démontré, mais qui ne survivent pas au cours
du transit digestif, ni les micro-organismes irradiés ou inactivés par la
chaleur méme si certains ont montré des effets thérapeutiques (AFSAA,
2003).
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2. Modalités d’utilisation

Les probiotiques les plus fréigquemment utilisés aussi bien chez 'homme que
chez l'animal sont les bactéries lactiques, les bifidobactéries et les levures
(Saccharomyces boulardii et Saccharomyces cerevisiae). Parmi les bactéries
lactiques, les lactobacilles constituent le genre majeur et le plus utilisé, a coté
duquel figurent également les genres streptocoque, enterocoque et
lactocoque. Ces bactéries ou levures peuvent étre présentes soit
naturellement dans les aliments et notamment dans les produits laitiers
fermentés ou apportés par des compléments alimentaires.

L'efficacité des probiotiques différent en fonction de la souche considérée
ainsi que des modalités d'utilisation. Ainsi, I'ingestion de différentes especes
d’'un méme genre bactérien et de différentes souches d’'une méme espéce
n‘'ont pas les mémes effets. De plus, une méme souche peut avoir des effets
différents en fonction du modele pathologique dans lequel elle est utilisée. Par
exemple, Lactobacillus plantarum DSM9843 est plus efficace dans la
reduction de la colite induite par le methotrexate que Lactobacillus reuteri
RL2C (Mao et al., 1996) alors qu’il n'a aucun effet sur la colite induite par le
TNBS (Kennedy et al., 2000).

Ensuite, du fait que les effets observés mettent en jeu soit les composants
de la paroi bactérienne, soit I'ADN bactérien, soit des enzymes ou des
métabolites bactériens, le débat actuel repose sur la nécessité ou non
d’'utiliser des micro-organismes vivants. Des bactéries mortes, des produits de
fermentation ou encore I’ADN bactérien peuvent en effet étre actifs dans
certains cas, alors qu’inversement la bactérie vivante et physiologiqguement
active sera absolument nécessaire dans d’autres. Par exemple, Lactobacillus
rhamnosus GG utilisé vivant supprime linternalisation dE. coli
entéropathogene (EPEC) sur des lignées cellulaires coliques humaines, mais
cet effet suppressif n'est pas observé si L. rhamnosus GG est inactivé par la
chaleur, de méme les surnageants de culture de ce lactobacille sont inactifs
(Hirano et al.,, 2003). Le cocktail VSL#3 (Lactobacillus casei, L. plantarum,
L. acidophilus, L. delbrueckii subsp. Bulgaricus, Bifidobacterium longum,
B. brevis, B. infantis et Streptococcus salivarius subsp. Thermophilus) vivant

ou irradié est efficace dans la colite au DSS et au TNBS chez la souris, mais
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Situation Traitement Dose | N Durée du Taux de Références
pathologique (ufc/j) traitement rechute

MC S. doular dii vs placebo 18 [ 16 semaines Plein & Holtz, 1993

MC E.coli Nissle 1917 vs placebo 28 |12 mois 30% vs 70% | Malchow et al., 1997

MC quiescente S. doulardii+mesalazine 32 | 6 mois 1/16 vs Guslandi et al., 2000
vs mesalazine 6/16

MC quiescente L.GG vs placebo 12.10t |45 |12 mois Inefficace | Prantera et al., 2002

2

RCH quiescente E.coli Nissle 1917 vs 5.1010 (120 [ 3 mois Inefficace Kruis et al., 1997
mesalazine

RCH quiescente VSL#3 5.1011 (15 |12 mois 15% Venturi et al., 1999

RCH active E.coli Nissle 1917 vs 5.101° [ 116 | 12 mois Inefficace Rembacken et al., 1999
mesalazine

Pochite VSL#3 vs placebo 5.1011 (40 |9 mois 15% vs 85% | Gionchetti et al., 2000

récidivante

Pochite refractaire | L. GG 2.1010 3 mois Inefficace Kuisma et al., 2003

Pochite refractaire | VSL#3 vs placebo 2.1014 [40 | 12 mois 15% vs 94% | Mimura et al., 2004

AlA VSL#3 vs placebo 2.1012 (40 |12 mois 10% vs 40% | Gionchetti et al., 2003

Tableau 1V :

Effets des probiotiques au cours de différentes situations pathologiques

inflammatoires chez ’homme (synthese d’apres la littétrature). MC : maladie de Crohn ; RCH: recto-
colite hémorragique ; AlA : anastomose iléo-anale ; N : nombre de patients

Modéles de Souche Dose Voie Traitement | Effet Références
colite (ufc/j) | administration et durée
Acide acétique | L. reuteri R2LC 35.107 Intra-colique Curatif + Fabia et al., 1993
(rat) L. reuteri HLC +
Acide acétique | L. reuteri R2LC 3.10¢° per os Curatif + Holma et al., 2001
(rat) L. GG per os -
Methotrexate L. plantarum DSM9843* 4.10° perfusion Curatif + Mao et al., 1996
(rat) L. reuteri R2LC* gastrique 6 jours
lodoacétamide | VSL#3 3.10° per os P (7))+C(7]) + Shibolet et al., 2002
(rat) L.GG 1.10%0 per os P (7))+C(7j) +
DNBS VSL#3 3.10¢° per os P (7))+C(7j) - Shibolet et al., 2002
(rat) L.GG 1.1010 per os P (7))+C(7j) -
TNBS (rat) L. plantarum DSM9843" 1.10° per os P (7j)+C(1j) - Kennedy et al., 2002
TNBS VSL#3 2.8.108 | per os P (10j)+C(7j) + Rachmilevitz et al.,
(rat) VSL#3 irradié 4.5.1011 | per os P (10j)+C(7j) + 2004
VSL#3 inactivé chaleur 2.8.108 | per os P (10j)+C(7j) -
DSS chonique | L. lactis LL-mIL-10 2.107 per os a J+21 C(14j) Steidler et al., 2000
(souris)
DSS VSL#3 2.8.108 | sous-cutannée 2 h avant + Rachmilevitz et al.,
(rat) VSL#3 irradié 4.5.1011 | sous-cutannée 2 h avant + 2004
VSL#3 inactivé chaleur 2.8.108 | sous-cutannée 2 h avant -
DSS L. plantarum DSM9843° 6.10° per os P (7))+C(7j) + Osman et al., 2004
(rat) L. paracasei DSM13434° | 6.10° per os P (7))+C(7j) -
L. gasseri 5B3° 6.10° per os P (7))+C(7j) -
Bifidobacterium sp. 3B1° | 6.10° per os P (7j)+C(7j) +
B. infantis DSM 15158 6.10° per os P (7))+C(7j) +
souris IL-10/- | L. lactis LL-mIL-10 2.107 P Steidler et al., 2000
souris IL-107/- | VSL#3 2.8.108 | per os C(4semaines) + Madsen et al., 2001
souris IL-107/- | L. salivarius UCC433118" | 1.10° per os P(16semaines) - O’Mahony et al., 2001
souris IL-107/- | L. plantarum DSM9843 1.10° eau de boisson C (4semaines) - Schultz et al., 2002
1.109 eau de boisson P (6semaines) -
souris IL-107/- | L. salivarius UCC433118" | 1.10° per os P(19semaines) + McCarthy et al., 2003
B. infantis 35624° 1.108 per os P(19semaines) +
souris|L-10" L. salivarius118 sous-cutannée P(19semaines) + Sheil et a., 2004

Tableau V: Effets des probiotiques dans différents modéles de colite expérimentale (synthése
d’apreés la littétrature). *matrice fibres d’avoine, ° matrice lait ; per os = gavage gastrique ; P=préventif (avant
la colite) ; C=curatif (apreés la colite)
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ce méme cocktail inactivé par la chaleur s’avéere inactif dans ces deux
modéeles de colite expérimentale (Rachmilevitz et al., 2004).

De plus, la question de l'utilisation des probiotiques en mono-association
ou en pluri-association est également a I'ordre du jour. Ainsi, les effets anti-
inflammatoires observés par le cocktail VSL#3 sur différents modeles de
colites expérimentales (Madsen et al., 2001 ; Rachmilevitz et al.,, 2004) ont
également été rapportés avec des bactéries administrées en mono-association
sur ces mémes modeéles (Schultz et al., 2002 ; Osman et al., 2004).

Enfin, si la voie orale constituant la voie classique d'administration est
généralement adoptée, certains probiotiques semblent toutefois pouvoir
exprimer leurs effets aprés une administration par voie parentérale (Sheil et
al., 2004 ; Rachmilevitz et al., 2004).

3. Probiotiques et inflammation digestive

Les études réalisées chez 'homme dans le cadre des MICI et chez I'animal a
l'aide de modéles de colites expérimentales, en utilisant différents
probiotiques, soulignent la variabilité de [l'efficacité de ces derniers.
L'ensemble des principales études est répertorié dans les Tableaux IV et V.
Toutefois, bien que les mécanismes d’action ne soient pas encore
parfaitement élucidés a I'heure actuelle, plusieurs ont été suggéres afin
d’expliquer les effets protecteurs des probiotiques dans [l'inflammation
digestive. Ces derniers peuvent étre classés en trois points (i) suppression de
la croissance et/ou de [l'adhésion/invasion des bactéries entériques
pathogéenes, (ii) amélioration des fonctions de la barriére épithéliale, (iii)

activité immunorégulatrice.

3.1. Modulation de la flore endogene

Les effets des probiotiques sur la composition de la flore endogene en

situation inflammatoire sont paradoxalement assez mal connus. Seules
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quelques études font état des modulations de la microflore intestinale par les

probiotiques.

Ainsi dans le modeéle de colite induite par le methotrexate, un traitement
par L. reuteri et L. plantarum induit une augmentation de la population des
lactobacilles et une diminution des flores totales aérobies et anaérobies, des
entérobactéries et des anaérobies Gram négatif (Mao et al.,, 1996). Dans le
modeéle de colite spontanée chez les souris IL-10 déficientes, un traitement
par L. reuteri en phase précoce (avant le développement des Iésions) se traduit
par une restauration de la population des lactobacilles et une réduction du
niveau de bactéries aérobies adhérant ou envahissant la muqueuse colique
(Madsen et al.,, 1999). Dans le méme modele, en phase établie de la colite,
L. salivarius spp salivarius diminue le niveau des entérocoques, des
coliformes fécaux et de Clostridium perfringens dans le contenu colique
(O’'Mahony et al., 2001). Les modifications de la microflore intestinale et plus
particulierement la diminution du nombre de lactobacilles observée lors d'une
colite induite par le DSS chez la souris, sont rétablies par un traitement oral
de B. longum (Fujiwara et al., 2003). Enfin, Bifidobacterium infantis réduit la
croissance de Bacteroides vulgatus chez la souris (Shiba et al., 2003). De
méme, la concentration fécale de Bacteroides vulgatus est réduite chez des
patients atteints de RCH, aprés une consommation d'un an de lait fermenté

par des bifidobactéries (Ishikawa et al., 2003).

Le mécanisme exact par lequel les probiotiques exercent cet effet modulateur
sur la flore endogéne n’est toutefois pas connu. En revanche, il est
maintenant bien établi que la plupart des lactobacilles et des bifidobactéries
(i) réduit la croissance des bactéries pathogenes en diminuant le pH luminal
via la production d’acides gras volatils (Kruis et al., 1997; Venturi et al.,
1999), et/ou en secrétant des substances anti-bactériennes, (ii) prévient

I'adhérence a I'épithélium de ces pathogénes.
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3.1.1. Effets anti-bactériens

L'activité antibactérienne des bactéries lactiques a I'égard des micro-
organismes pathogenes a été démontrée in vivo, principalement dans des
modeéles murins en utilisant des souris axénigues ou conventionnelles
infectées par des souches de salmonelles ou d’E. coli (Hudault et al., 1997 ;
Bernet-Camart et al., 1997; Coconnier et al., 1997 ; Suzuki et al., 1997 ;
Lievin et al., 2000 ; Shu & Gill, 2002 ; Mangell et al., 2002).

Les bactéries lactiques sont capables de produire un certain nombre de
métabolites capables d’'inhiber la prolifération d’autres bactéries, voire de
bactéries de la méme espéce. Parmi ces substances figurent, I'acide lactique
et autres acides organiques, I'H202, I'éthanol ainsi que des bactériocines ou
autres composés (pour revue voir Servin & Coconnier, 2003). Ainsi, outre la
capacité de diminuer le pH luminal observée chez la plupart des lactobacilles
et des bifidobactéries (Kruis et al.,, 1997; Venturi et al.,, 1999), 'une des
capacités des probiotiques recherchée est celle de produire des substances

anti-microbiennes comme les bactériocines.

La production de bactériocine a été montrée chez L. acidophilus AC1
(Mehta et al., 1983) et L. salivarius UCC118 (Flynn et al., 2002). Chez ce
dernier, celle-ci a été caractérisée génétiguement et nommée ABP-118. Par
ailleurs, L. GG libéere un composé antibactérien (Silva et al., 1987) qui a
également été retrouvé dans le surnageant de culture de L. acidophilus LB et
L. acidophilus Lal (Bernet-Camart et al.,, 1997 ; Coconnier et al., 1997). Ce
composeé, insensible aux protéases et indépendant de la production d’acide
lactiqgue ou acétique, est actif contre un grand nombre de bactéries Gram
négatif et Gram positif mais inactif contre les lactobacilles et les

bifidobactéries.

-100-



Chapitre 3 : Les probiotiques

3.1.2. Effets sur I’'adhésion et I'invasion des entéropathogenes

La capacité des probiotiques a inhiber I'adhésion et l'invasion des micro-
organismes pathogenes a été largement étudiée in vitro (pour revue voir
Servin & Coconnier, 2003).

Ainsi, E. coli Nissle 1917 inhibe in vitro I'adhésion et l'invasion des
cellules intestinales (intestine-407) par différentes souches d’ E. coli isolées de
patients atteints de la maladie de Crohn (Boudeau et al., 2003). L'adhésion de
L. plantarum et de L.GG aux cellules épithéliales HT29 se traduit par une
augmentation de la sécrétion de mucines extracellulaires MUC2 et MUC3
impliquées dans l'inhibition de I'adhésion d’E. coli entéropathogene (EPEC)
sur ces cellules (Mack et al, 1999, 2003) et une diminution de la
translocation bactérienne associée (Mattar et al., 2002).

L'inhibition par les probiotiques de I'attachement de certains pathogenes
peut se faire par encombrement stérique (Neeser et al.,, 2000; Lee & Puong,
2002). Un facteur protéique produit par des souches de bifidobactéries et qui
inhibe l'attachement de souches d’E. coli entérotoxinogenes a été décrit
(Fujiwara et al., 1997). Certains lactobacilles et notamment L. fermentum
RC-14 libérent des composants protéiques de surface pouvant inhiber

I'adhésion d’E. faecaelis 1131 (Heinemann et al., 2000).

3.2. Régulation de la barriere intestinale

In vivo, un effet protecteur des probiotiques sur les modifications de la
perméabilité intestinale observées en conditions inflammatoires a été
rapporté.

Ainsi, une réduction de l'augmentation de la perméabilité intestinale a été
observée aprés un traitement par L. reuteri RL2C et L. reuteri HLC dans le
modeéle de colite induite par l'acide acétique chez le rat (Fabia et al., 1993),
par L. reuteri R2LC et L. plantarum dans le modele de gastro-entérite induite
par le methotrexate (Mao et al., 1996) et par le cocktail VSL#3 dans le modele

de colite spontanée chez la souris IL-10 déficiente (Madsen et al., 2001).
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Les altérations de la perméabilité intestinale sont pour la plupart le résultat
de dommages cellulaires provoqués par des bactéries entéropathogénes et/ou
entéroinvasives (Sears et al.,, 2000). Ces derniéres diminuent la résistance
transépithéliale et modifient les protéines de jonction et du cytosquelette. Il a
été montré in vitro que certains probiotiques prévenaient ces effets et par
conségquent atténuaient les altérations de la perméabilité intestinale qui en
resultent.

Ainsi, Sacchromyces boulardii (Czerucka et al., 2000), L. acidophilus,
S. streptococcus (Resta-Lenert & Barret, 2003) et L. GG vivant ou son
surnageant de culture (Khaled et al., 2003) préviennent la diminution de la
résistance transépithéliale des cellules épithéliales in vitro induite par des
souches d’E. coli entéropathogénes (EPEC), entéroinvasives (EIEC) et isolées
de patients atteints de la MC, respectivement. Par ailleurs en I'absence de
challenge, L. acidophilus et S. streptococcus (Resta-Lenert & Barret, 2003)
augmentent la résistance transépithéliale des cellules in vitro, de méme que le
cocktail VSL#3 qui renforce les jonctions serrées (Madsen et al., 2001 ; Otte &
Podolsky, 2004).

L'effet des probiotiques sur la résistance transépithéliale est en effet
généralement accompagné par un maintien de l'intégrité fonctionnelle du
cytosquelette et des jonctions serrées et par conséquent de la perméabilité
paracellulaire. L. acidophilus et S. streptococcus vivants (et non lorsqu’ils sont
inactivés par la chaleur) préviennent les modifications de la perméabilité
induites par les EIEC en évitant la déphosphorylation des protéines de
jonctions et du cytosquelette (Resta-Lenert & Barret, 2003). La capacité de
ces probiotiques a prévenir la redistribution de I'actine, de I'occludine et de la
Z0O-1, serait en partie liée a la modulation de la voie de signalisation
intracellulaire incluant les MAP-kinase et les Rho-GTPases (Trivedi et al.,
2003). La rupture du cytosquelette d’actine associée a I'adhésion de souches
d’E. coli isolées de patients atteints de la MC est également prévenue par
L. GG (Khaled et al., 2003). De méme, L. plantarum exerce un effet bénéfique
contre une souche d’E. coli EPEC qui endommage les protéines des jonctions
serrées (Wonodi & Panigrahi 2003).
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3.3. Effets des probiotiques sur la translocation bactérienne

Les effets probants des probiotiques sur l'inhibition de la croissance des
bactéries pathogéenes Gram négatif, et sur la stabilisation de la barriére
épithéliale peuvent également s’accompagner par une protection de I'intestin
de la translocation bactérienne. Ainsi, certains probiotiques inhiberaient la
translocation d’E. coli in vitro sur des cellules épithéliales coliques Caco-2
(L. GG de maniere dose-dépendante ; Mattar et al., 2001) et atténueraient la
translocation bactérienne dans des modeéles expérimentaux d’entérocolite
(L. plantarum, L. reuteri ; Mao et al., 1996), de colite spontanée chez les souris
IL-10 déficientes (VSL#3 ; Madsen et al., 1999), de colite au TNBS
(L. plantarum ; Pavan et al., 2003) et de colite au DSS (Lactobacillus,
Bifidobacterium spp ; Osman et al., 2004). A l'inverse, L. plantarum 299v n’a
pas deffet ni sur la perméabilité intestinale ni sur la translocation
bactérienne dans le modeéle de colite au TNBS chez le rat (Kennedy et al.,
2000).

3.4. Immunomodulation

Le rbéle des probiotiques dans le renforcement de la barriere immunitaire se
traduit globalement par une stimulation de la production des IgA, une
induction de I'expression et de la sécrétion des cytokines anti-inflammatoires
et une diminution de l'expression et de la sécrétion des cytokines pro-

inflammatoires.

3.4.1. Probiotiques et IgA

Les probiotiques augmentent la production d’'IgA au niveau intestinal en
conditions physiologiques et pathologiques. Par exemple, une augmentation
des IgA a été observée chez la souris aprés un traitement par L. casei,
L. acidophilus, L. delbruekii (Perdigon et al., 1995) et B. lactis (Fukushima et
al., 1999). Un traitement par B. lactis ou L. rhamnosus suivi d’'un challenge

avec une souche d’E. coli entérohémoragique (EHEC) se traduit chez les
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souris traitées par le probiotique par une augmentation des IgA (Shu & Gill,
2001). De méme, un traitement avec L. GG renforce la réponse immunitaire
intestinale en stimulant la production d’'IgA chez des enfants souffrant de
diarrhée a rotavirus (Kaila et al.,, 1992) et chez des enfants souffrant de la
maladie de Crohn (Malin et al., 1996).

3.4.2. Profils des cytokines

Chez les patients atteints de MICI, les niveaux d’expression d’'IL-8 sont
corrélés avec la phase active de la pathologie (Banks et al., 2003). L'étude des
interactions entre les cellules épithéliales et les probiotiques montre que
certains lactobacilles vivants ou inactivés par la chaleur, adhérent de manieére
souche-dépendante aux cellules Caco-2 et que ce contact n’'induit pas de
production d’'IL-6 et d'IL-8 (Mirota et al., 2002). De méme, le cocktail VSL#3
(Madsen et al.,, 2001), les débris ou les extraits cellulaires des souches le
constituant (Lammers et al.,, 2002; Otte & Podolsky, 2004), ou leur ADN
bactérien (Jijon et al., 2004) n’'induisent pas de production d’'IL-8 dans les
surnageants de cultures des cellules épithéliales humaines HT29/19A. A
I'inverse, les débris ou les extraits cellulaires d’E. coli Nissle 1917 induisent la
production d’'IL-8 par les cellules épithéliales humaines HT29/19A (Lammers
et al., 2002 ; Otte & Podolsky, 2004). Par conséquent, il semblerait que les
bactéries Gram positif (lactobacilles, VSL#3) et E. coli Nissle 1917 (Gram
négatif) interagissent différemment avec les cellules de [I'hdte. Ceci
impliquerait des différences dans la voie de reconnaissance par les TLRs (Otte
& Podolsky, 2004). Par ailleurs, in vitro VSL#3 ou son ADN bactérien inhibent
la sécrétion épithéliale d’IL-8 en réponse a des stimuli pro-inflammatoires,
comme le TNF-a en inhibant la dégradation de I'l-kB et par conséquent

I'activation du NF-kB (Madsen et al., 2001; Jijon et al., 2004).

VSL#3 ou son ADN bactérien réduisent également le taux de TNF-a et d’'IFN-g

au niveau de la muqueuse colique dans le modéle de colite spontanée chez les
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souris IL-10 déficientes (Madsen et al., 2001; Jijon et al., 2004) en atténuant
I'activation du NF-kB (Madsen et al., 2001).

D’autres travaux ont également rapporté la capacité des probiotiques a
réduire la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires et/ou a maintenir voire a
augmenter la sécrétion des cytokines anti-inflammatoires. Ainsi, dans le
modele de colite spontanée chez les souris IL-10-/-, lorsque la colite est
établie, un traitement par L. plantarum 299v réduit la production d’'IL-12
(indicateur de [Il'activation des macrophages) et la production d’IFN-g
(indicateur de la présence de lymphocytes Thl fonctionnels) au niveau de la
mugueuse colique (Schultz et al., 2002). En revanche, lorsque L. plantarum
est administré en traitement préventif (avant I'établissement de la colite) ou
lorsque les souris IL-10 -/- axéniques sont colonisées par L. plantarum, cette
production cytokinique demeure inchangée (Schultz et al., 2002). Les
antigenes bactériens solubles issus de E. coli LAVES sont efficaces dans la
diminution de la production de I'lL-1b, du TNF-a et de I'INF-glors d’'une colite
induite par le DSS chez les souris Balb/c et d'une colite établie chez les
souris CH3/ IL-10/- (Konrad et al., 2003). Une réduction au niveau
systémique et muqueux de la production de cytokines pro-inflammatoires, le
maintien de la production de TGF-b et I'augmentation de la sécrétion d’IL-10
ont été observés dans le modele de colite spontanée chez les souris IL-10-/-
apres traitement par L. salivarius ou par B. infantis (McCarthy et al., 2003) et
le modéle de colite chez les rats HLA-B27 traités par L. GG (Dieleman et al.,
2003).

Des résultats similaires ont été observés dans des études conduites
ex vivo montrant la capacité de certains probiotiques a induire la production
d’IL-10 et de TGF-b et la suppression de cytokines pro-inflammatoires telles
que I'lL-1b, le TNF-a et I'NF-gdans des biopsies issues de patients atteints de
la maladie de Crohn (Borruel et al.,, 2003), présentant une recto-colite
hémorragique active (Pathmakanthan et al., 2004) ou de patients soufrant de
pochites (Ulisse et al., 2001).

Les effets des différents probiotiques sur les profils cytokiniques peuvent

résulter d’'une implication des cellules dendritiques.
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Les cellules dendritiques (CD) sont des cellules présentatrices d’antigénes
(CPAgQ) hautement spécialisées du systeme immunitaire intestinal (pour revue
voir Stagg et al., 2003) et sont les seules CPAg capables d’activer les cellules T
naives (Matzinger, 1994). L'expression des molécules co-stimulatrices sur les
CD, permettant leur interaction avec les lymphocytes T, est induite par les
micro-organismes (via leur PAMPs) et les cytokines. Cependant, le type
d’antigene initiant la réponse, I'état de maturation des CD et la durée de leur
activation sont autant de facteurs susceptibles d’agir sur la différenciation
des cellules T naives et la polarisation de la réponse (Banchereau et al.,
2000 ; Langenkamp et al., 2000). Une stimulation répétée des CD inactivées
et immatures peut préférentiellement induire la différenciation en Trl plut6t
quen Thl (Elson et al.,, 2001). Les bactéries de la flore commensale
intestinale qui sont quotidiennement phagocytées dans les plagues de Peyer
et/ou les tissus lymphoides provoquent une réponse anti-inflammatoire qui
prévient la maturation et I'activation des CD immatures (CDi). Ces dernieres
(CDi) sont impliquées dans la régulation de la tolérance vis-a-vis de la flore
endogéene en générant les populations de cellules T régulatrices (Khoo et al.,
1997 ; Stagg et al.,, 2004). A l'inverse, en conditions pathologiques (i. e.
infection, inflammation), les CD sont activées directement par l'agent
pathogéne ou par les signaux provenant des cellules épithéliales intestinales.
Les CD alors matures (CDm) vont “driver” la différenciation fonctionnelle des
cellules T et les signaux qu’elles émettent vont influencer la génération des
réponses Thl et Th2 (Moser & Murphy, 2000). Les CDm peuvent en effet
produire de I'lL-12, de I'lL-18 et de I'lL-23 contribuant & une réponse Thl
(Macatonia et al, 1995). Elles peuvent également produire de I'lL-4 (Kelleher
et al., 1999 ; d’'Ostiani et al., 2000) ou de I'lL-10 (lwasaki et al., 1999) et de ce
fait contribuer a une réponse Th2 ou Th3. De plus, en répondant
difféeremment (Thl ou Th2) aux différents types de micro-organismes, les CD
peuvent signaler la nature du pathogéne (Pulendran et al., 2001 ; de Jong et
al., 2002).

Il a été montré que les CD de la muqueuse de patients atteints de MICI
sont activées (marqueurs de maturation fortement exprimés) par rapport a

celles de sujets sains (lkeda et al., 2001 ; Vuckovic et al., 2001). Des CD
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activées ont également été observées dans les ganglions mésentériques dans
un modele de colite chez la souris (Malmstrom et al.,, 2001). Par ailleurs, le
blocage de l'interaction entre les CD activées et les cellules T par des
anticorps dirigés contre les marqueurs de maturation prévient cette colite

(Malmstrom et al., 2001).

Il a été suggeré que les probiotiques puissent exercer leurs effets
immunorégulateurs en partie en modulant la plasticité des CD intestinales
(Hart et al., 2002 ; Stagg et al., 2004). Les probotiques pourraient alors agir
(i) en réduisant l'activation ou le recrutement des CD, par exemple en
modulant la production de cytokines et chemokines par les cellules
épithéliales intestinales, (ii) en influencant directement les CD, par exemple
en induisant lI'expression de cytokines anti-inflammatoires ou en diminuant
I'expression des cytokines pro-inflammatoires par les CD, (iii) en agissant sur
les populations des lymphocytes T en altérant la voie par laquelle les
lymphocytes répondent au signal dérivant des CD.

Quelques travaux ont montré la capacité de certains probiotiques a
induire la maturation des CD in vitro et a favoriser la production d’'IL-10 par
ces cellules. C’est le cas du cocktail VSL#3 et de ses composants bactériens
(Drakes et al., 2004), de Bifidobacteria longum (Rigby et al., 2002) et de
certains lactobacilles (Christensen et al., 2002). A l'inverse, L. rhamnosus GG
induit la maturation des CD accompagnée d'une faible expression des
molécules de surface CD40 sans induire la production d’IL-10 (Braat et al.,
2004).

Toutefois, il a été montré que la sécrétion de cytokines par des CD
murines activees in vitro par différents lactobacilles, varient non seulement en
fonction de I'espéce, voire de la souche de lactobacille testée, mais également
de la concentration bactérienne utilisée (Christensen et al., 2002). Par
exemple, de faibles concentrations en L. casei induisent d’importantes
sécrétions d'IL-6, d'IL-12 et de TNF-a sans induire d'IL-10. A des
concentrations plus fortes en L. casei, la production d'IL-10 augmente
radicalement sans modification du niveau de production des autres

cytokines. De maniére intéressante, une des souches de L. reuteri inhibe
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I'induction de I'lL-6, I'lL-12 et le TNF-a par L. casei, alors que la production
de I'lL-10 n’est pas altérée. De la méme maniére, L. reuteri réduit la sur-
expression de CD86 induite par L. casei. Ces résultats suggerent que
différentes souches de lactobacilles activent les CD de maniere tres différente
et que certaines souches peuvent étre capables d’'inhiber l'activité d’autres
souches de la méme espece.

En outre, en inhibant la production de I'lL-12 par les CD et en favorisant
celle de I'IL-10, certains probiotiques peuvent renforcer l'induction des
cellules T régulatrices a travers la modulation de la maturation des CD
(Steinbrink et al., 1997 ; Steinbrink et al., 2002 ; Muller et al., 2002). On
pourrait méme spéculer que les effets inhibiteurs de certains probiotiques
pourraient mettre en jeu les TLRs des CD. En effet, la reconnaissance
bactérienne (PAMPSs) par les CD se fait grace a leur PPRs et notamment leur
TLRs (Jarrossay et al., 2001 ; Kadowaki et al., 2001 ; Krug et al.,, 2001). La
stimulation in vitro des CD par L. plantarum et B. adolescentis se traduit par
une faible expression du TLR2 et du TLR4 a la surface des CD (Karlsson et
al., 2004). De plus, il a été rapporté que la bioactivité du LPS était liée a la
configuration tridimensionnelle de l'un de ses composants, le lipide A,
activant en fonction de sa configuration le TLR-2 (configuration cylindrique)
ou le TLR4 (configuration conique) (Netea et al.,, 2002). Aussi on peut
envisager que certains probiotigues pourraient agir en altérant la

configuration du LPS ou autre ligand des TLRs.

Toutefois a I'heure actuelle, les seules données relatives au dialogue
probiotique-TLRs et la conséquence immunitaire qui en découle, concernent
une étude impliquant ’'ADN bactérien.

L’ADN bactérien contient des dinucléotides CpG non-méthylés présentant
des propriétés immuno-stimulatrices, contrairement a I’ADN des cellules
eucaryotes (Krieg et al., 1995). Ce motif CpG non-méthylé est généralement
présent a l'intérieur d’'un héxamere palindromique (ISS). L'ISS-ADN ou son
homologue synthétique I'oligodéoxynucléctide (ISS-ODN ou CpG-ODN) active
I'immunité innée via le TLR9 (Krieg, 2002) et s’'avere efficace dans le

traitement de différents modeéles de colite tels que la colite induite par le
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DNBS chez la souris, la colite spontanée chez les souris IL-10 déficiente et la
colite au DSS, en réduisant les taux d'IL-1b et de TNF-a au niveau de la
mugqueuse colique (Rachmilewitz et al., 2002). Des résultats similaires ont été
obtenus avec I’ADN bactérien du cocktail VSL#3 montrant I'implication des
TLRs et plus particulierement du TLR9 dans l'effet anti-inflammatoire de ce
probiotique dans la colite au DSS, au TNBS et dans la colite spontanée chez

les souris IL-10 déficientes (Rachmilewitz et al., 2004).

4. Probiotiques et douleur viscérale

~

A I'heure actuelle aucune étude relative a [I'évaluation de [Ileffet des
probiotiques sur la douleur viscérale en général et sur I’hyperalgésie viscérale
d'origine inflammatoire en particulier, n’est disponible dans la littérature.
Toutefois quelques essais cliniques ont été conduits afin d’évaluer l'effet des
probiotiques sur les troubles fonctionnels intestinaux (TFI) chez I'homme,
pathologie dont le symptdme majeur est représenté par la douleur viscérale.
Ainsi, aprés 4 semaines de consommation journaliere d’E. faecium, 81 %
des sujets souffrant de TFI du groupe probiotique contre 41 % des patients
du groupe placebo manifestent selon [I'évaluation des médecins une
amélioration de leurs symptébmes (Gade & Thorn, 1989). Une étude
randomisée en cross-over montre que 9 des 18 patients traités par
L. acidophilus contre 1/18 dans le groupe placebo présentent une
amélioration de I'ensemble des critéeres cliniques évalués (douleur
abdominale, ballonnement ou gaz, nombre de selles journalieres, leur
consistance et leur contenu en mucus et I'état physique général) (Halpern et
al., 1996). Un traitement de 4 semaines par L. plantarum DSM 9843 réduit la
flatulence chez des patients TFI par rapport au traitement placebo en
revanche, les douleurs abdominales ont été réduites dans les 2 groupes
(probiotique et placebo) (Nobaek et al., 2000). Un traitement par ce méme
probiotique améliore les symptémes (douleur abdominale, normalisation des
selles) chez les 20 sujets TFI traités par ce probiotique (Niedzielin et al.,
2001). A l'inverse, chez les 19 sujets d'une etude évaluant I'efficacité de L.GG

dans I'amélioration des symptomes “TFI” aucune différence n'a été observée
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entre le groupe recevant L. GG et le groupe placebo (O’Sullivan & O’Morain,
2000).

Des traitements comportant des bactéries en pluri-association ont
également été testés chez les patients souffrant de TFI. Par exemple, la
perfusion d’'une suspension liquide contenant 18 bactéries (non spécifiées)
dans le caeecum de sujets TFI améliore les symptomes de 25 patients sur 33
(Andrews & Borody, 1993). L'efficacité du cocktail VSL#3 a été testée chez 10
sujets présentant soit des TFI, soit une diarrhée fonctionnelle. Dans cette
étude sans groupe contrble, les 2 groupes de patients (TFI et diarrhée
fonctionnelle) présentaient une amélioration clinique apres traitement par

VSL#3 et L. plantarum DSM 9843 (Brigidi et al., 2001).

Néanmoins, bien gue certains des traitements probiotiques testés dans ces
différentes études semblent étre efficaces dans la réduction des différents
symptomes associés aux TFI, l'effet sur la douleur viscérale n'a pas été
évalué. Par ailleurs, ces études restent critiquables quant a la caractérisation
des populations “TFI” et le faible nombre de patients inclus. Par conséquent,
il parait encore hasardeux de conclure sur un quelconque effet, et des
résultats plus probants sont souhaitables pour confirmer d'éventuels effets

thérapeutiques des probiotiques dans les TFI.

5. Lactobacillus farciminis

Lactobacillus farciminis (L. farciminis) est une bactérie a Gram positif, micro-
aérophile, catalase négative, en forme de bacilles fins en amas ou isolés, a
extrémités carrées qui appartient au genre lactobacillus du groupe
homofermentaire strict des lactobactéries de la famille des bactéries lactiques.
Il croit dans une plage de températures comprises entre 15 et 42 °C, avec une
croissance optimale a 35 °C, a pH 7 (Reuter, 1970). Décrit et isolé a partir des
saucisses (Reuter, 1970) il est identifié et déposé dans la collection allemande
en 1983 sous le nom de Lactobacillus farciminis DSM20184 par Reuter. Ce

lactobacille est naturellement présent dans les saucisses, les produits carnés
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et le levain de panification. Il est également utilisé comme additif alimentaire
en tant que ferment (Bioacarna®) dans [Il'industrie agro-alimentaire, et
notamment pour la formation de la couleur et de la flaveur des produits de
charcuterie, et en production animale pour les performances zootechniques
(Bioacton®). A [I'heure actuelle, il est disponible dans de nombreuses
collections (DSM 20184, ATCC 29644...), pour nos travaux nous avons utilisé
la souche de la collection de I'Institut Pasteur : CIP 103136.

L. farciminis produit du NO in vitro a partir de la réduction des nitrites par
une nitrite réductase (Wolf et al., 1990). Cette propriété est égale ment connue
pour d’autres bactéries. Ainsi Propionabacterium acidipropionici Pal (Avice et
al., 1999) et L. fermentum LFI (Xu et al., 2001) sont capables de réduire les
nitrates en nitrites et en NO.

Le NO peut aussi étre produit par d’autres bactéries par une stimulation
de la NO synthase inductible. Par exemple, a travers son acide lipoteichoique,
L. GG vivant ou inactivé par la chaleur est capable d’activer la iINOS et donc
d’'induire in vitro de bas niveaux de production de NO dans les lignées
cellulaires de macrophages murins J774 en présence de la stimulation
d’'INF-g, et dans les cellules épithéliales coliques humaines T84 en présence
de cytokines pro-inflammatoires (IL-1b, TNF-a, INF-g (Korhonen et al., 2001).
Enfin, L. acidophilus induit lI'activation de cytokines pro-inflammatoires et la
production de NO dans les macrophages péritonéaux murins alors que
L. gasseri, L. helveticus, L. reuteri et Bifidobacterium Bf-1 les atténuent
(Tejada-Simon et al., 1999). En revanche, aucune de ces souches n’altére la
production de NO dans les leucocytes issus des plaques de Peyer et de la

rate.

Etant donné le réle protecteur attribué au NO exogéne sur l'inflammation
digestive des voies hautes (Kitagawa et al., 1989 ; MacNaughton et al., 1990 ;
Larauche et al., 2003) et basses (Wallace et al., 1999), notre choix s’est porté
vers Lactobacillus farciminis en tant qu’agent probiotique délivrant du NO de
facon exogene. Ce choix a également été motivé par le fait qu'il s’agisse d’'une
bactérie naturellement présente dans les produits agro-alimentaires, facile a

cultiver (souche aéro-anaérobie facultative) et facilement disponible.
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L'objectif de ce travail était de proposer, a l'aide d'un modele expérimental
d'inflammation colique, une évaluation des potentialités thérapeutiques d'une
souche bactérienne en vue de son utilisation en thérapeutique humaine.

Notre choix s'est porté sur Lactobacillus farciminis en raison de sa
capacité a libérer du monoxyde d'azote (NO) in vitro. Le NO endogene jouant
un rble prépondérant dans la défense de la muqueuse digestive, nous avons
donc étudié si le NO apporté de maniere exogéne présentait des effets anti-
inflammatoires.

Au vu des effets biologiques observés a l'aide d’'un donneur chimique de
NO, nous avons, apres avoir mis en évidence la capacité de L. farciminis de
libérer du NO in vivo, tenté d'évaluer et de clarifier les propriétés anti-
inflammatoires NO-dépendantes de ce lactobacille.

Le potentiel thérapeutique de cette souche a ensuite été examiné sur un

modeéle d’hypersensibilité viscérale d'origine inflammatoire.
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Résultat 1 : Résumé

RESULTAT 1

Le monoxyde d’azote libéré par Lactobacillus farciminis réduit la
sévérité d'une colite induite par le TNBS chez le rat
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Résultat 1 : Résumé

Le monoxyde d’azote libéré par Lactobacillus farciminis réduit la
sévérité d'une colite induite par le TNBS chez le rat

Scand J Gastroenterol 2003 ; 38 : 37-45.

Résumé

Des effets bénéfiques des lactobacilles ont été rapportés dans le traitement de
colites expérimentales. Par ailleurs, malgré le réle controversé du monoxyde
d’azote (NO) dans les processus inflammatoires digestifs, un effet protecteur
du NO exogéne dans l'inflammation a été rapporté. Par conséquent, I'objectif
de cette étude a été de déterminer les effets (i) d'un donneur chimique de NO,
le nitroprussiate de sodium (SNP), (ii) d'un traitement par Lactobacillus
farciminis, qui produit du NO in vitro, sur une colite induite par l'acide
trinitrobenzene sulfonique TNBS chez le rat et, (iii) d'évaluer le réle du NO
exogene ainsi apporté dans ces effets.

Matériel et méthodes : Les animaux (rats males Wistar) ont été divisés en
trois groupes recevant : (i) une perfusion intra-colique (IC) en continue de
SNP (1 mg /7 kg 7/ j, groupe 1), (ii) une administration orale de Lactobacillus
farciminis (1012 ufc / j, groupe 2) ou (iii) du NacCl (0,09 %, groupe 3). A J1
pour le groupe 1 et J15 pour le groupe 2, le TNBS ou le NaCl ont été
administré par voie IC suivi par une perfusion en continue de NaCl ou
d’hémoglobine (Hb) un piégeur de NO. A la fin des traitements, les parameétres
suivants ont été évalués : lésions macroscopiques de la muqueuse colique,
activité de la myéloperoxydase (MPO), activité des NO synthases (NOS) et
production de NO dans la lumiere colique.

Résultats : Chez les rats ayant recu le TNBS, les traitements par le SNP et
par Lactobacillus farciminis ont significativement (P < 0,05) réduit les scores
lIésionnels macroscopiques et les activités de la MPO et de la NOS inductible
en comparaison avec les animaux témoins. La perfusion d’hémoglobine a
aboli les effets anti-inflammatoires des traitements des deux donneurs de NO,

mais n’a pas eu d’effet propre sur la colite.
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Résultat 1 : Résumé

Conclusion : Le NO libéré dans la lumiére colique par perfusion de SNP ou
par le traitement oral par Lactobacillus farciminis améliore la colite induite
par le TNBS. Ces résultats indiquent un role protecteur d’'un apport exogéne
de NO dans linflammation coligue et montre pour la premiéere fois un
mécanisme impliquant la libération de NO par une souche bactérienne dans

la réduction d’une colite expérimentale.
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Nitric Oxide Released by.actobacillus farciminis Improves
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Lamine F, Fioramonti J, Bueno L, Nepveu F, Cauquil E, Lobysheva |, Eutamene H, Théodorou V. Nitric
oxide released biactobacillus farciminis improves TNBS-induced colitis in rats. Scand J Gastroenterol
2004;39:37-45.

Background: Beneficial effects of lactobacilli have been reported in experimental colitis. On the other
hand, despite the controversial role of nitric oxide (NO) in the inflammatory gut process, a protective
action of exogenous NO in inflammation has been suggested. Consequently, this study aimed to
determine the effect of (i) sodium nitroprusside (SNP), a NO donor and (i) treatmenLagtbbacillus
farciminis, which produces NO in vitro, on trinitrobenzene sulphonic acid (TNBS)-induced colitis in rats
and to evaluate the role of exogenous NO in this effsbtthods. Rats were divided into three groups
receiving one of the following: (i) a continuous intracolonic (IC) infusion of SNP for 4 days/L(ii)
farciminis orally for 19 days, or (iii) saline. On day 1 and day 15, respectively, TNBS and saline were
administrated IC, followed by a continuous IC infusion of saline or haemoglobin, a NO scavenger. At the
end of treatments, the following parameters were evaluated: macroscopic damage of colonic mucosa,
myeloperoxidase and nitric oxide synthase activities and colonic luminal NO produBesults: In

colitic rats, SNP andl. farciminis treatment significantly < 0.05) reduced macroscopic damage scores,
myeloperoxidase and nitric oxide synthase activities compared to controls. Haemoglobin infusion
abolished the anti-inflammatory effect of both NO donor treatments, but had no effect per se on colitis.
Conclusion: NO released intraluminally by SNP infusion or hy farciminis given orally improves
TNBS-induced colitis in rats. These results indicate a protective role of NO donation in colonic
inflammation and show for the first time a mechanism involving NO delivery by a bacterial strain
reducing an experimental colitis.

Key words: Inflammation; nitric oxide; probiotic

Vassilia Theodorou, Ph.D., INRA, Neuro-gastroenterology and Nutrition Unit, 180 chemin de
Tournefeuille, BP3, F-31931 Toulouse cedex 9, France (fax. +33 561 28 51 45, email.
vtheodor @toulouse.inra.fr)

nflammatory bowel diseases (IBD) are multifactoriatesults of Zingarelli et al. (7), it has been shown that iINOS-

disorders whose aetiology remains unknown. Amongeficient mice have increased macroscopic colonic inflamma-

the numerous agents involved in this inflammatoryion for 72 h after TNBS instillation compared with wild-type
process, nitric oxide (NO) seems to play an important rolenice (9). It has also been shown that aminoguanidine, a
NO concentrations and NO synthase (NOS) activities hagelective iINOS inhibitor, increases colonic damage and
been found dramatically increased in colonic mucosa offlammatory response to TNBS (10).
ulcerative colitis and Crohn disease patients (1-4). This Interestingly, the anti-inflammatory action of the mesala-
increase in NO production has been considered deleteriongne-modified molecule, NO mesalamine, infused in the
since inhibition of NO synthases has been found to reducelon of TNBS-treated rats is greater than mesalamine itself.
experimental colitis in rodents (5, 6). Similarly, geneticThis greater efficacy of NO mesalamine has been attributed to
ablation of INOS conferred a significant resistance tthe NO delivered in the colonic lumen (11). An anti-
trinitrobenzenesulphonic acid (TNBS)-induced colonic danflammatory action of NO delivered in the lumen of the
mage and lethality to mice compared to wild-type mice (7Higestive tract has already been found at gastric level (12, 13).
However, the role of NO in intestinal inflammation remains On the other hand, despite some negative data (14), there is
controversial. For example, several iINOS inhibitors did natow abundant literature showing that probiotics might be a
modify histological inflammatory scores in a spontaneoysomising therapeutic alternative in the treatment of IBD
ulcerative colitis in rhesus monkeys (8). Contrary to thé€l5). Encouraging results have been obtained in the therapy of
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38 F. Lamine et al.

IBD using lactobacilli (16),Escherichia coli Nissle 1917 IC for 4 days with saline (0.25 mL/h groups 1 and 4), sodium
(17, 18),Saccharomyces boulardii (19), or VSL#3, a cocktail nitroprusside (SNP; 1 mg/kg/day; groups 2 and 5), haemo-
of probiotic strains (20). Similarly, exogenous administratioglobin (Hb; 200 mg/kg/day; groups 3 and 6), or SNP (1 mg/
of several lactobacilli strains has been found to reduce tkg/day) plus Hb (200 mg/kg/day) for group 7. At the end of
severity of experimental colitis in animals (21-23). Théreatments, the animals were killed and the colon was
mechanisms involved in the anti-inflammatory action ofemoved for evaluation of macroscopic damage scores
probiotics remain speculative and are based on certain genéMDS) and determination of myeloperoxidase (MPO) activ-
properties of the protective bacteria, such as prevention iof. Additionally, constitutive and inducible nitric oxide
overgrowth of pathogenic microorganisms (22), or stimulasynthase (NOS) activities were determined in samples of
tion of the intestinal immune defence system (24, 25). Aroximal colon (groups 1, 2, 4 and 5).
recent original approach in the probiotic treatment of colitis Similarly, three groups of 10 rats were continuously
was the use of bacteria as carrier of an anti-inflammatomyfused (0.25 mL/h; 24 h/24 h) IC for 4 days with saline
compound which will be delivered in the colonic lumen(group 1), SNP (1 mg/kg/day; group 2), or SNP (1 mg/kg/day)
Steidler et al. (26) were therefore able to reduce experimengdlis Hb (200 mg/kg/day) for group 3, as previously described.
colitis in mice with a bacteria genetically engineered tét the end of each treatment a sample of luminal content
secrete the anti-inflammatory cytokine interleukin-10. collected from the proximal colon was taken for determina-
According to the possible anti-inflammatory action of NQion of NO production in the colonic lumen.
delivered in the colonic lumen, we searched for bacteria
capable of producing NO spontaneousliactobacillus Lactobacillus farciminis and TNBS colitis
farciminis is a strain, currently found in some foods, In a second series of experiments, 5 groups of 10 rats
producing NO from nitrite reduction in vitro conditionsreceived orally for 19 days either saline (groups 1 and ). or
(27). The first step in this study was to determine the effect &rciminis (CIP 103136, Institut Pasteur, Paris, France) at a
exogenous NO released by sodium nitroprusside (SNP)dase of 162 colony-forming units (CFU)/day (groups 2, 4 and
chemical NO donor, in TNBS-induced colitis. The secon8). On day 10, all rats were equipped with a catheter in the
step was to verify the ability oEactobacillus farciministo proximal colon as previously described in the first series of
produce NO in vivo in the colonic lumen, and then texperiments. On day 15, saline (0.2 mL; groups 1 and 2) or
determine whether it reduces TNBS-induced colitis antiNBS (80 mg/kg in 0.2 mL 50% ethanol; groups 3-5) was
whether this effect is NO-mediated. administered IC. Four hours after saline or TNBS adminis-
tration, rats were continuously (24 h/24h) infused IC
(0.25mL/h) for 4 days with saline (groups 1-4) or Hb
(200 mg/kg/day; group 5). At the end of treatments, animals
Animal preparation and treatment were killed and the colon was removed for evaluation of
Male Wistar rats weighing between 200 and 250 g wemacroscopic damage and determination of MPO activity
obtained from Harlan (Gannat, France), individually housgdroups 1-5). Constitutive and inducible NOS activities were
in polypropylene cages and kept in a temperature-controlledso measured in proximal colon samples (groups 1-4).
room (21+ 1°C). They were allowed free access to water and Additionally, 5 groups of 10 rats received orally for 19 days
fed standard pellets (U.A.R., Epinay/Orge, France). Thather saline (groups 1, 4) dr. farciminis (10*> CFU/day;
Local Animal Care and Use Committee approved aliroups 2, 3 and 5). On day 15, saline (0.2 mL; groups 1-3) or

Methods

experimental protocols described in this study. TNBS (80 mg/kg in 0.2 mL 50% ethanol; groups 4-5) was
administered IC and group 3 was continuously (24 h/24 h)
Sodium nitroprusside and TNBS colitis infused IC (0.25 mL/h) for 4 days with Hb (200 mg/kg/day).

In a first series of experiments, 7 groups of 10 rats wed the end of each treatment a sample of luminal content
used. The rats were anaesthetized by intraperitoneal (i.pollected from the proximal colon was taken for determina-
injection of acepromazine (Calmivet, Vetiquol, Lure, France)on of NO production in the colonic lumen.
and ketamine (Imalgene 1000, RiteMérieux, Lyon,

France) at doses of 0.6 and 120 mg/kg, respectively. Body weight and colitis

polyethylene catheter (OD 0.7 mm, ID 0.3 mm, length 60 cm) Body weight was measured in all groups of animals from
was implanted in the proximal colon, 2 cm from the cecahe day of TNBS administration until the day of sacrifice and
colonic junction, attached to the abdominal muscle wall, anglas expressed as a percentage of change after saline or TNBS
exteriorized at the back of the neck. This catheter was useda@ministration.

perform intracolonic (IC) infusions. Five days after surgery,

saline (0.2 mL) was injected IC in rats of groups 1-3 anMlacroscopic damage scores (MDS)

TNBS (80 mg/kg in 0.2 mL 50% ethanol) was injected IC in Immediately after sacrifice, the colon was removed, opened
rats of groups 4-7. Four hours after saline or TNB®ngitudinally and rinsed with saline. Intestinal damage was
administration, rats were continuously (24 h/24 h) infusescored according to a modified Wallace et al. (28) scale
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Table I. Criteria for macroscopic scoring of proximal colonicFrance) and MPO activity was expressed as MPO units per

damage (modified from Wallace et al. (28)) milligram of protein.
Feature Score ) o
Ulceration N|tr!c oxide wnthaz_sg (NOS) act|V|ty assay .
Normal appearance 0 Tissue NOS activities were estimated by measuring the rate
E?fﬁar&%ﬂevﬁﬁfgha{ o grlggrrﬁia of bowel wall 1 of conversion of L-f*C] arginine to L-£4C] citrulline, as
thickening P 2 described by Bu§h et al. (30). Tissue samp_le_s were homog-
Ulceration with inflammation at 1 site 3 enized on ice in buffer (pH 7.4) containing Tris/HCI
l\zﬂg_glrtiistg g'fcgg?]g'gneaggté?]g?mlmggoglon he 4 (50 mmol/L), dithiothreitol (DTT, 1 mmol/L), phenylmethyl-
ItJangth of the color? g g 5 sulphony!fluoride (PMSF; 1 mmol/L), ethylenedian"_ling-t_etra-
When an area of damage extende® cm along acetic acid (EDTA; 0.1 mmol/L) and two protease inhibitors:
the length of the colon, the score is increased leupeptin (23.41mol/L) and pepstatin (14.6mol/L). After
Py 1 for each additional em of involvement SLlso centrifugation (13,509, 30 min, 4°C), 100uL of supernatant
Adhesion was added to a reaction mixture containing 50 mmol/L Tris/
No adhesion 0 HCI (pH 7.4), 1.58umol/L L-[**C] arginine, 20Qumol/L
Minor adhesions 1 NADIng ) bal [IlL ]fl g 20 leotid
Major adhesions 2 as co-substrate, 10_no flavine mononucleotide
Diarrhoea and 10umol/L flavine adenine dinucleotide as prosthetic
No 0 groups of NOS, DTT (1 mmol/L), tetrahydrobiopterine
Yes 1

(50umol/L) and valine (50 mmol/L). Determination of total
NOS activity was performed by adding CaGPR mmol/L).
iINOS activity was determined in the presence of a calcium
chelator, ethylene glycol-big{aminoethyl-ether)-N,N,NN'-
(detailed in Table I), which takes into account the severity artdtraacetic acid (EGTA, 1 mmol/L). cNOS activity was
extent of macroscopically visible damage, the presence adetermined by the difference between both activities. After
severity of adhesion, and the presence of liquid faeces in tB@ min incubation at 37C, the enzymatic reaction was

Total score =

distal colon. Scores were given in a blind manner. stopped by adding cold HEPES buffer (pH 5.5) containing
EGTA (1 mmol/L) and EDTA (1 mmol/L). L¥*C] citrulline
Myeloperoxidase (MPO) activity assay formed in the medium was separated by applying the samples

The activity of the enzyme MPO, a marker of polymorphoto columns containing pre-equilibrated Dowex AG50W-X8,
nuclear neutrophil primary granules, was determined igluting them with water, and measuring the amount of
proximal colon tissue according to Bradley et al. (29)adioactivity with a Beta liquid scintillation counter (Kontron
Immediately after sacrifice, a colonic sample (1-cm longnhstruments, St Quentin en Yvelines, France). Protein content
was taken at 3 cm from the ceco-colonic junction. Samplegas measured following the method of Lowry. Enzyme
were suspended in a potassium phosphate buffer (50 mmoldctivity was expressed as picomoles of citrulline formed per
pH 6.0) and homogenized in ice using a polytron. Thremilligram of protein and per hour.
cycles of freezing and thawing were undertaken. Suspensions
were then centrifuged at 10,09®@or 15 min at 4°C. Super- Nitric oxide detection
natants were discarded and pellets were resuspended itmmediately after sacrifice, luminal contents were col-
hexadecyl trimethylammonium bromide buffer (HTABlected from the proximal colon and added to iron(ll)
0.5%, w/v, in 50 mmol/L potassium phosphate buffer, pHiethyldithiocarbamate complex ([Fe(l)(DET4) as NO
6.0), a detergent inducing release of MPO from thepin trap. Nitric oxide production was measured by electron
polymorphonuclear neutrophil primary granules. These sysaramagnetic resonance (EPR). The paramagnetic NO adduct
pensions were sonicated on ice, and again centrifuged (EEe(I)NO(DETC)]) was assayed according to Vanin &
10,00Q for 15min at 4°C. Supernatants obtained wereKelschyov (31), with slight modifications. The 1 mmol/L
diluted in potassium phosphate buffer (pH 6.0) containingolloid solution of nitric oxide trapping agent [Fe(ll)-
0.167 mg/mL ofO-dianisidine dihydrochloride and 0.0005%(DETC),] was prepared by mixing a 2.00 mmol/L DETC
of hydrogen peroxide (}0,). MPO from human neutrophils solution in 15 mmol/L Hepes buffer, pH 7.6 with a
(0.1 U/100uL) was used as a standard. Changes in absdr-00 mmol/L Fe(ll) sulphate solution as described by
bance at 450 nm, every 10 sec over 2 min, were recorded wiKteschyov et al. (32). Samples prepared by incubating the
a spectrophotometer (Uvikon 860, Kontron Instruments, 8blonic content (0.25 mL) with the [Fe(ll)(DETE)colloid
Quentin en Yvelines, France). One unit of MPO activity wasolution (1 mM, 0.25mL), 30 min at 3T, gave an EPR
defined as the quantity of MPO degradingrbol hydrogen spectrum with large bands due to the presence of manganese
peroxide/min/mL at 28C. Protein concentration (g/mL) wasspecies. These large bands masked the EPR signal of the
determined with a commercial kit of the modified method offFe(I)NO(DETC),] spin adduct, which was superimposed
Lowry (Detergent Compatible Assay, Biorad, Ivry, Seinewith the third and fourth components of the hyperfine
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Table Il. Body weight (% change 4 days after saline or TNB&hemicals

administration) TNBS, SNP, Hb, potassium phosphate, HTAB,(4
Saline TNBS ODHC, MPO, DETC, DPPH, sodium salt, Fe§Qriacetin
Saline 40:20 —71+6.27 (triacetylglycerol), Dowex AG50W-X8 (M form) 100-
Sodium nitroprusside 25+17 11+29 200 mesh, valine, tetrahydrobiopterine, NADPH, DTT,
gggifgr?]gmgg‘pmssid& haemoglobin 41+23 :;iiggc PMSF, EDTA, EGTA, leupeptin, pepstatin, flavine mono-
Saline 40420 —81+42 nucleotide, flavine adenine, CaCPBS, HEPES and Tris-
L. farciminis 56+17 34+4.48 HCI buffers were purchased from Sigma, Saint Quentin
L. farciminis 4 haemoglobin -3.9+53°  Fallavier, France. Lowry (Detergent Compatible Assay,

Sodium nitroprusside and haemoglobin were continuousfgiorad, Ivry, Seine, France). tfClarginine was purchased

infused intracolonically for 4 days at a dose of 1 and 200 mg/kgfom ICN Biomedicals, Orsay, France.

day, respectivelyL. farciminis was given orally for 15 days before

and 4 days after TNBS administration at a dose df TiFU/day and .

haemoglobin was continuously infused intracolonically for 4 days sXatistical analyses

a dose of 200 mg/kg/day. ) o bT For each parameter studied, data were expressed as

Saﬁr;%r,]clfll'(l:\laé]gysodcmje&eQittrCP)p<ru%SOig)e gr%g.‘Naé‘;';E?{;aéﬁhis_NBS/ mean+ s (standard deviation). Comparisons between the
different treatments were performed after an analysis of
variance (ANOVA), followed by Tukey’s multiple compar-

structure of the manganese species. To avoid this supsen test for unpaired data when tRevalue of F was< 0.05.

imposition, the [Fe(l)NO(DETG) spin adduct, obtained Statistical significance was set up 8 0.05.

after 30 min incubation at 3T, was extracted with cold

deoxygenated triacetylglycerol (TAG) (sample/solvent, 1:JR esults

vlv) after 5min incubation at @C. The samples were

centrifuged at 2,009for 5 min and the organic solvent phaseReduction of TNBS-induced colitis severity

was collected and frozen in liquid nitrogen for subsequent NeitherL. farciminis nor SNP treatment had any effect on

EPR measurements. body weight, colonic macroscopic damage or myeloperox-

EPR measurements were performed on a MS100 spectidase activity in the absence of inflammation.

meter (Magnettech GmbH, Berlin) under the following Four days after IC administration of TNBS, in both series

conditions: room temperature, microwave frequencyf experiments a loss of body weight7.1%-+ 6.3% and

9.34 Ghz, microwave power 20 mW, modulation frequency8.1%++ 4.2%, respectively) was observed (Table I1), as well

100 kHz, modulation amplitude 0.5 mT, time constant fixees macroscopic damage in the colonic wall, which consisted

1 ms. EPR quantitative analysis was carried out by doubd¢ mucosal necrosis over 1-5 cm, a dark red to brown colour

integration of the EPR signal of the [Fe(I)NO(DETL3$pin  and apparent hyperaemia and ulcers 3.1 and 5.7 2.7,

adduct and comparison of the integral intensity of aulD respectively) (Fig. 1.) associated with a dramatic increase of

diphenylpicrylhydrazine (DPPH) solution in deoxygenateMPO activity (5346+ 1750 and 3171 1298 U/g protein,

triacetylglycerol. respectively) (Fig. 2.)
100
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saline Hb SNP saline L. farciminis
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THES TNES

Fig. 1. Effect of SNP (1 mg/kg/day) ard farciminis (10'2 CFU/day) treatment on macroscopic damage
score in TNBS-induced colitis and reversion by haemoglobin (Hb, 200 mg/kg/d&y 0.05 versus
TNBS, saline;°P < 0.05 versus TNBS, SNPP < 0.05 versus TNBSL.. farciminis.
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Fig. 2. Effect of SNP (1 mg/kg/day) ard farciminis (102 CFU/day) treatment on MPO activity in TNBS-induced colitis and reversion by
haemoglobin (Hb, 200 mg/kg/day).P*< 0.05 versus saline, salin€;P < 0.05 versus TNBS, saline?P < 0.05 versus TNBS, SNP;
#P < 0.05 versus TNBSL. farciminis.

After SNP orL. farciminis treatment, TNBS-induced loss ments (2357 828 and 905+ 702 U/g protein). These effects
of body weight was suppressed and a gain of body weight wasre also abolished after Hb infusion (5088680 and
observed (1.1% 2.9% and 3.4% 4.5%, respectively) 2288+ 1395 U/g protein) (Fig. 2.)

(Table II). The beneficial effect of these treatments was Hb infusion alone did not modify loss of body weight
abolished when animals received Hb infusion simultaneously-7.1%+ 3.1%), macroscopic damage score (5.2.4) and
(—7.1%+ 3.1% and—3.9%+ 5.3%, respectively) (Table II). MPO activity (7174t 2668 U/g protein) associated with

SNP infusion orL. farciminis given orally significantly TNBS (Figs 1, 2).
reduced P < 0.05) the macroscopic damage score observedin the absence of treatment by SNP lor farciminis,
after TNBS administration (2.% 1.2 and 2.6t 1.4, respec- changes in body weight, macroscopic damage score and MPO
tively). These effects were reversed by Hb infusion (6.R.1  activity were not significantly different{ > 0.05) in the two
and 4.5+ 2.0, respectively) (Fig. 1.) groups receiving intracolonic saline. Furthermore, there was

The increase in colonic MPO activity induced by TNBSho significant difference of these values between the two
was significantly reduced after SNP br farciminis treat- groups.
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saline SNP L. farciminis TNBS

+salme +Hb +salme +Hb + saline + L. farciminis

Fig. 3. Effect of SNP (1 mg/kg/day) anid. farciminis (102 CFU/day) treatment on NO presence in
colonic content. P < 0.05 versus saline, salin€P < 0.05 versus SNP, salindP < 0.05 versusL.
farciminis, saline; P < 0.05 versus TNBS, saline.
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Table IlI. Nitric oxide synthase (NOS) activities (pmol/mg protein/h) in the proximal colon

cNOS iNOS
Saline TNBS Saline TNBS
Saline 42.2+ 16 14.2+ 15 5.3+4.0 576.8+ 453.0
Sodium nitroprusside 392338 36.4+ 24 49+3.1 126.3+ 262.¢
Saline 46.3+ 15 11.1+ 15 4.0+25 641.6+ 380.7
L. farciminis 58.5+2.3 37.9+ 33 5.6+4.1 85.9+ 100.2

Sodium nitroprusside was continuously infused intracolonically for 4 days (after saline or TNBS administration) at a dose of 1 mg/kg/
day. L. farciminis was given orally for 15 days before and 4 days after saline or TNBS administration at a dos& 6F10day.
Significantly different P < 0.05) from®saline/saline and froriTNBS/saline.

Ex vivo NO measurement in luminal content increase of NO production in the colonic content after

In the absence of any treatment, the NO productidiarciminis and SNP treatment and the reversal of the anti-
measured ex vivo in the lumen of the colon waiflammatory effect ofL. farciminis and SNP by haemo-
120+ 38 pmol/mg colonic content dry matter/h. This producglobin.
tion was 2.5-fold higher after SNP infusion and 1.7-fold A beneficial role of NO in TNBS experimental colitis has
higher after oral treatment bly. farciminis than in controls already been suggested by Wallace et al. (11), who found a
(307+ 62 pmol/mg colonic content dry matter/h andgreater efficacy of colonic administration of NO mesalamine,
202+ 41 pmol/mg colonic content dry matter/h, respecwhich releases NO, than mesalamine in reducing a TNBS
tively). Furthermore, Hb infusion significantly reducedcolitis. In the same study, an attempt to reduce the
(P < 0.05) this NO production (2% 6 pmol/mg colonic inflammation by SNP was performed, but the dose used was
content dry matter/h and 36 34 pmol/mg colonic content toxic (100 mg/kg as opposed to 1 mg/kg/day in this study).
dry matter/h, respectively) (Fig. 3.) Moreover, a protective action of topical application of NO-

Four days after IC administration of TNBS, in the absenaeleasing substances against mucosal damage induced by
of L. farciminis treatment, the NO measured in the coloniinjurious agents has already been reported as gastric (13, 33).
content was 4.5-fold higher than in controls (54&72 pmol/ Among numerous hypotheses, there are at least two main
mg colonic content dry matter/h). This value was significantlgossibilities explaining the reduction of inflammation by
reduced P < 0.05) to 199+ 123 pmol/mg colonic content exogenous NO. The first involves the decrease of leucocyte
dry matter/n when TNBS administration was preceded duriragihesion by NO (34) which is likely to be due to a reduced
15 days, and followed for 4 days, y farciminis treatment expression of adhesion molecules (35). More precisely, at

(Fig. 3.) intestinal level, NO donors inhibit leucocyte adhesion to
mesenteric postcapillary venules (11). The adhesion mole-
NOS activities cules play a pivotal role in inflammation, and antibodies to

In the absence of any treatment, both cNOS and iNG®me of them have been found to reduce an experimental
activities in the proximal colon were low (Table IIl). In bothcolitis in rats (36).
series of experiments, TNBS strongly increased iNOS activity The second hypothesis involves oxygen- and nitrogen-
(577+ 453 pmol/h/mg protein and 642 381 pmol/h/mg derived free radicals. Peroxynitrite is a highly toxic radical
protein, respectively), and slightly reduced cNOS activityhat is produced in the inflamed intestine (37) and its IC
(14 + 15 pmol/h/mg protein and 1 15 pmol/h/mg protein, administration produces widespread colonic injury (38).
respectively). SNP infusion and.. farciminis treatment Equimolar concentration of superoxide and NO can yield
significantly reducedR < 0.05) the TNBS-induced increaseperoxynitrite, but excess production of either of these radicals
in INOS activity (126+ 262 pmol/h/mg protein and can strongly inhibit the production of peroxynitrite (39, 40).
86 + 100 pmol/h/mg protein respectively) (Table III). In pathological conditions, cytokine-stimulated macrophages

In the absence of treatment by SNPLofarciminis, NOS are thought to generate both superoxide and NO at the same
activities observed after IC saline administration did not diffesustained rate, maintaining equimolar concentrations of both
significantly @ > 0.05) between the two groups of ratsradicals (41). Moreover, the co-production of NO and
Similarly, no difference was observed between the two groupaperoxide is a general mechanism involved in NO formation
receiving TNBS. by NOS fromL-arginine (42). In this regard, an excess of NO
of exogenous origin can be considered as antioxidant. This
general concept can be applied to colonic inflammation.
Intense INOS labelling in the inflamed colonic epithelium of
This study indicates that delivery of exogenous NOlLlby patients with ulcerative colitis or Crohn disease has been
farciminis and SNP in the colonic lumen exerts a protectiveeported (43), indicating generation of NO in the epithelial
action against TNBS colitis. The involvement of NO in thecells. Superoxide production by cultures of crypt epithelium
effects of L. farciminis and SNP is demonstrated by thefrom rat colon (44), or by cultures of transformed colonic

Discussion
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epithelial cell lines and primary epithelial cells from humarbarrier function through a mechanism dependent upon iNOS
colon (45), has been described in basal conditions. In biopagtivation. The iINOS inhibitor aminoguanidine has been
specimens from patients with ulcerative colitis, superoxideund to reduce the increase in intestinal permeability and the
production by epithelial cells has been detected even when théisequent bacterial translocation induced by LPS (57, 58).
major source of superoxide was vascular endothelium (4&astly, NO displays a potent antimicrobial activity, probably
Phagocytic leucocytes are also known to produce largeediated by its congeners resulting from the interactions of
amounts of superoxide and NO (47). Furthermore, Singer relactive oxygen species (59), which concerns a broad range of
al. (43) have shown that localization of INOS and nitrotyrpathogenic microorganisms (59, 60).
osine (a marker of peroxynitrite-induced nitration of cellular Finally, L. farciminis can been considered as a promising
proteins) in the epithelium from ulcerative colitis or Crohrtreatment for reducing colonic inflammation. Its anti-inflam-
disease patients suggests that peroxynitrite that caused ttietory action seems to depend upon the NO release in the
formation of nitrotyrosine was formed in or near the affectelimen, and, among the possible mechanisms of action, an
epithelial cells. Taking all these data together, it can Hadirect inhibition of INOS activity can be proposed, and the
proposed that NO derived mainly by epithelial INOS can reastibsequent reduction of NO tissue concentration may be
with superoxide formed in major part by transmigratingmportant.
polymorphonuclear leucocytes to generate the peroxynitrite
responsible for colonic injury.
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Résultat 2 : Résumé

Réponses coliques au traitement par Lactobacillus farciminis
dans la colite induite par le TNBS chez le rat

Scand J Gastroenterol 2004 ; 39 : 1250-1258.

Résumé

Nous avons réecemment montré qu’'un traitement par Lactobacillus farciminis
exerce un effet anti-inflammatoire sur une colite induite par I'acide
trinitrobenzéne sulfonique (TNBS) a travers en partie la libération de
monoxyde d'azote (NO) par cette souche. L'objectif de cette étude est d’évaluer
si le traitement par Lactobacillus farciminis partage également les mécanismes
d’action généralement impliqués dans les effets bénéfiques des probiotiques
dans le processus inflammatoire colique.

Matériel et méthodes : Les animaux (rats males Wistar) ont recu un
traitement oral de Lactobacillus farciminis pendant les 15 jours qui ont
précedé et les 4 jours qui ont suivi 'administration intra-colique (IC) de TNBS
ou de NaCl. Les parameétres suivants ont été évalués : Iésions macroscopiques
de la muqueuse colique, l'activité de la myéloperoxydase (MPO), le niveau
tissulaire de cytokines, le profil bactérien dans le contenu colique et la
muqueuse colique, la translocation bactérienne et Ila perméabilité
paracellulaire colique.

Résultats : En l'absence de TNBS, un traitement par Lactobacillus farciminis
réduit la perméabilité paracellulaire coligue et augmente I'expression
tissulaire de [I'IL-10. L'administration du TNBS induit des Iésions
macroscopiques de la muqueuse colique associées a une augmentation de
l'activité¢ MPO, de la translocation bactérienne, de la perméabilité
paracellulaire colique et de I'expression tissulaire de I'lL-1b et une diminution
de I'expression tissulaire de I'lL-10. De plus, les profils bactériens du contenu
coligue et de la muqueuse coligue ont été modifiés. Toutes ces altérations ont
été abolies ou significativement réduites par le traitement par Lactobacillus

farciminis.
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Résultat 2 : Résumé

Conclusion : Cette étude indique qu’en plus du NO libéré par Lactobacillus
farciminis, I'action anti-inflammatoire de cette souche dans la réduction de la
colite induite par le TBNS, implique également une "normalisation" de la
microflore colique, une prévention de la translocation bactérienne, un
renforcement de l'intégrité de la barriere colique et une diminution de

I'expression tissulaire de I'IL-1b.
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Colonic Responses tibactobacillus farciminisTreatment in
Trinitrobenzene Sulphonic Acid-induced Colitis in Rats
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Lamine F, Eutameéne H, Fioramonti J, Buéno L, Théodorou V. Colonic responskactobacillus
farciminis treatment in trinitrobenzene sulphonic acid-induced colitis in rats. Scand J Gastroenterol
2004;39:1250-1258.

Background: It has recently been shown thaiactobacillus farciministreatment exerts an anti-
inflammatory effect in trinitrobenzene sulphonic acid (TNBS)-induced colitis partly through a nitric
oxide release by this strain. The aim of this study was to evaluate wHetfenciministreatment shares

also the general mechanisms of action involved in the beneficial effect of probiotics in the colonic
inflammatory processMethods. Rats receivedL. farciminis for 15 days before and 4 days after
intracolonic administration of TNBS or vehicle. The following parameters were evaluated: macroscopic
damage of colonic mucosa, myeloperoxidase activity, cytokine mucosal levels, bacterial profile in
colonic content and mucosa, bacterial translocation and colonic paracellular permeRbgitlys: In the
absence of TNBSI.. farciminis treatment reduced colonic paracellular permeability and increased the
IL-10 level in the colonic wall. TNBS administration induced colonic macroscopic damage, associated
with an increase of myeloperoxidase activity, bacterial translocation, colonic paracellular permeability
and IL-18 mucosal level, and a decrease in IL-10 mucosal level. Moreover, the bacterial profile of colonic
content and mucosa was modified. All these alterations were abolished or significantly reduced by
farciminis treatment.Conclusions: As previously shownl. farciminis treatment improves TNBS-
induced colitis. This study indicates that, in addition to the nitric oxide released by this bacterial strain,
the anti-inflammatory action ot. farciminis involves also normalization of colonic microflora,
prevention of bacterial translocation, enhancement of barrier integrity and a decrease in the IL-1
mucosal level.

Key words: Cytokines; inflammationt.actobacillus farciminis permeability

Vassilia THedorou, Ph.D., INRA, Neuro-Gastroenterology and Nutrition Unit, 180 Chemin de
Tournefeuille, BP3, FR-31931 Toulouse cedex 9, France (f&8 561 285 145, e-mail. vtheodor@
toulouse.inra.fr)

espite some negative data (1, 2), some probiotics mégmmation is associated with impairment of the integrity of
be considered as an alternative or adjunct therapytine mucosal epithelial barrier, mostly reflected by enhanced
inflammatory bowel diseases (IBD) (3). Encouraintestinal permeability (17-19), associated with bacterial
ging results have been obtained in IBD treatment wittranslocation (16, 20) and likely resulting from direct contact
Lactobacillus case{4), Escherichia coliNissle 1917 (5, 6), with pathogenic bacteria (15,21). Moreover, increased
Saccharomyces boulard(i7), or the cocktail of probiotic production of inflammatory mediators, including pro-inflam-
strains VSL#3 (8). Similarly, exogenous administration ofatory cytokines, plays a pivotal role in the inflammatory
several lactobacilli strains has been found to reduce tpeocess (22, 23).
severity of experimental colitis in animals (9-12). The A recent original approach for the probiotic treatment of
mechanisms involved in the anti-inflammatory action ofolitis entails the use of bacteria as a carrier of an anti-
probiotics are based on some general properties of thesBlammatory compound which will be delivered in the
protective bacteria such as prevention of overgrowth a@blonic lumen. In this way, Steidler et al. were able to reduce
pathogenic microorganisms (10), reduction of bacterial transxperimental colitis in mice with a bacteria genetically
location (10) or maintenance of mucosal barrier integritgngineered to secrete the anti-inflammatory cytokine inter-
(9, 10) and modulation of cytokine production (12). Theskeukin-10 (24). Similarly, according to the possible anti-
properties of probiotics are interesting for the improvement afiflammatory action of nitric oxide (NO) delivered in the
the main colonic alterations observed in IBD. A disruption ofolonic lumen, we have shown in a previous study that
the enteric bacterial balance is involved in the maintenancelddctobacillus farciminidgs able spontaneously to release NO
chronic intestinal inflammation (13-16). The course of inin vivo, and through this pathway reduces the severity of

[R004 Taylor & Francis DOI 10.1080/00365520410007953
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TNBS-induced colitis in rats (25). However, since thidgreatment (group 4), faeces were collected and the animals

reduction was only partially reversed by scavenging NO bhyere killed. A sample of colonic content and a piece of

haemoglobin, this study was designed to determine whett@oximal colon were collected to determine the abilityLof

the anti-inflammatory effect df. farciministreatment, partly farciminis to survive along the gastrointestinal tract and to

due to the production of NO, is also associated witbolonize the colonic mucosa.

normalization of the colonic microflora, prevention of

bacterial translocation, enhancement of barrier integrity amdacroscopic damage scores (MDS)

changes in cytokine profiles in TNBS-induced colitis in rats. Immediately after the animals were killed, the colon was

removed, opened longitudinally and rinsed with saline.

Intestinal damage was scored according to a modified

Wallace et al. scale (26), detailed in Table I, which takes

Animals into account the severity and the extent of macroscopically
Male Wistar rats weighing 200-250 g, obtained fronvisible damage, the presence and the severity of adhesion and

Harlan (Gannat, France) were individually housed in polythe presence of liquid faeces in the colon. Scores were given

propylene cages and kept in a temperature-controlled rooma blind manner.

(214 1°C). The rats were allowed free access to water and

were fed standard pellets (U.A.R., Epinay/Orge, France). TMyeloperoxidase activity assay

Local Animal Care and Use Committee approved all the The activity of the enzyme MPO, a marker of polymorpho-

Methods

experimental protocols described in this study. nuclear neutrophil primary granules, was determined in
proximal colon tissue according to Bradley et al. (27).
Experimental protocol Immediately after the animals were killed, a colonic sample

Three series of experiments were conducted to assess them long) was taken at 3cm from the caeco-colonic
effects ofL. farciministreatment on TNBS-induced colitis. Injunction. Samples were suspended in a potassium phosphate
each series, four groups of 10 rats were used. Animals wereffer (50 mmol/L, pH 6.0) and homogenized in ice using a
given either saline (groups 1 and 3) br farciminis (CIP  polytron. Three cycles of freezing and thawing were under-
103136, Institut Pasteur, Paris, France) orally for 19 days ataken. Suspensions were then centrifuged at 1@O@dy
dose of 162 colony-forming units (CFU)/day (groups 2 and15 min at £C. Supernatants were discarded and pellets were
4). On day 10, the animals were anaesthetized by intrapemsuspended in hexadecyl trimethylammonium bromide
toneal (IP) injection of acepromazine (Calmivet, Vetiquolbuffer (HTAB 0.5%, w/v, in 50 mmol/L potassium phosphate
Lure, France) and ketamine (Imalgene 1000; RhMérieux, buffer, pH 6.0), a detergent inducing release of MPO from the
Lyon, France) at doses of 0.6 and 120 mg/kg, respectively.golymorphonuclear neutrophil primary granules. These sus-
polyethylene  catheter (OD=0.7mm, ID=0.3 mmpensions were sonicated on ice, and again centrifuged at
length = 60 cm) was implanted in the proximal colon, 2cm0000g for 15min at 4°C. Supernatants obtained were
from the caeco-colonic junction, attached to the abdominal
muscle wall and exteriorized at the back of the neck. On day
15, saline (0.2mL; groups 1 and 2) or TNBS (80 mg/kg ifrapje 1. Criteria for macroscopic scoring of proximal colonic
0.2mL 50% ethanol; groups 3 and 4) was administerethmage (modified from Wallace et al. 1992)
intracolonically (IC). The animals were weighed on the day qf_.eature
TNBS administration and 4 days later. In the first series ef -
experiments, the animals were killed on day 19 and the ngrerﬁ'g;pearame 0
proximal colon was removed for macroscopic evaluation of Focal hyperaemia, no ulcers 1
damage. Myeloperoxidase (MPOQ) activity and cytokine Ulceration without hyperaemia of bowel wall 2
(IL-1p and IL-10) mucosal levels were determined in two Ulé@fgg&"n\%ith inflammation at 1 site 3
adjacent colonic segments (1 cm) situated at 3 cm from the> =2 sites of ulceration and inflammation 4
caeco-colonic region. In the second series, the animals weréMajor sites of damage extendingl cm along the 5
also killed on day .19 and a sample of thg caudate lobe of Iiver,W:f:r??no;tgae c():fOIdoerage extend cm along the  6-10
spleen, mesenteric lymph nodes, luminal content collected length of the colon, the score is increased by 1
from the proximal colon and a piece of proximal colon were  for each additional centimetre of involvement

Score

taken for determination of luminal bacterial species levels,y,qqion Plus
number of bacteria adhering to or invading the colonic tissue No adhesion 0
and bacterial translocation. In the third series, colonic Minor adhesions 1
paracellular permeability was evaluated on day 19. Dixm%;gdhes'ons 2
In the absence of TNBS-induced colitis, four groups of 10 No 0
rats received orally.. farciminis (10'> CFU/day). On the 5th ~ Yes 1
Total score

(group 1), 10th (group 2), 15th (group 3) and 19th day af
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diluted in potassium phosphate buffer (pH 6.0) containingiere aseptically removed, placed in sterile tubes containing
0.167 mg/mL O-dianisidine dihydrochloride and 0.0005%transport medium, weighed and then homogenized, as pre-
hydrogen peroxide (D,). MPO from human neutrophils viously described. Three serial 10-fold dilutions were made of
(0.1 U/100uL) was used as a standard. Changes in abs@ach sample, and 0.1 mL of each undiluted and diluted sample
bance at 450 nm, every 10 s over 2 min, were recorded withwas plated onto Standard Methods agar and Schaedi&s
spectrophotometer (Uvikon 860, Kontron Instruments, Stlood sheep agar plates. Following incubation at@total
Quentin en Yvelines, France). One unit of MPO activity wasolonic aerobic and anaerobic bacterial levels were deter-
defined as the quantity of MPO degradingribol hydrogen mined and expressed in CFU/g of tissue.

peroxide/min/mL at 28C. Protein concentration (g/mL) was

determined with a commercial kit of the modified method ofucosal cytokines

Lowry (Detergent Compatible Assay, Biorad, Ivry, Seine, Mucosal levels of cytokines were measured using a colonic
France) and the MPO activity was expressed as MPO units gample (1 cm long) taken at 4 cm from the caeco-colonic

gram of protein. junction. Segments of colon were removed and washed in
ice-cold phosphate buffered saline (PBS); the mucosa was
L. farciminis isolation and identification scraped from the underlying muscularis with glass slides and

In order to determine the ability df. farciministo survive placed in 2 mL ice-cold Tris—EDTA (TE, 10 mmol/L Tris-
in the gut and to colonize the colonic mucosa, faeces, coloritCl, and 1 mmol/L EDTA, pH 7.4) buffer containing 0.05%
content and a piece of proximal colon were removesodium azide, 1% Tween-80, 2 mmol/L PMSF anggImL
aseptically, washed thoroughly in sterile saline and placed each of the protease inhibitors aprotinin, leupeptine and
into sterile tubes containing 5 mL transport medium (Tryppepstatin A. The mucosa was then homogenized (20 s) and
case soja). Samples were plated on a Man Rogosa Shapatrifuged (1100@, 10 min at £C) and the supernatants
(MRS) agar and incubated for 24 h at ¥7. After serial were collected. IL-§ and IL-10 levels were assayed using a
cultures, the colonies were isolated and purified in the sarmemmercial ELISA immunoassay kit (Clinisciences, France).
medium. The purified colonies were identified by using thBrotein concentration was determined with a commercial kit

API50CH system. of the modified method of Lowry (Detergent Compatible
Assay, Biorad, France) and the cytokine level was expressed
Colonic bacteria levels as picogram per gram of protein.

To examine levels of luminal bacterial species, content of
the proximal colon was collected under sterile conditions ar@olonic permeability
placed into sterile tubes containing 5 mL transport medium To assess colonic permeability 90000 cpnP®rEDTA
(Trypcase soja for aerobic counts and Schaedler for anaerobias injected in a volume of 250 through the catheter
counts). To evaluate the number of bacteria adhering to ioserted in the proximal colon. Animals were placed in
invading the colonic tissue, a piece of proximal colon wasdividual metabolic cages, permitting separate collection of
also removed aseptically, washed thoroughly in sterile salineine. The radioactivity of the urine collected for 24 h was
and placed into sterile tubes containing 5mL transpocbunted using a gamma counter (Cobra Il, Packard, Meriden,
medium, as previously described. Samples were weighdgbnn., USA). Paracellular colonic permeability was ex-
sonicated for 5 min and vortexed vigorously for 2 min fopressed as the percentage of the administered radioactivity
optimal dispersion. Following homogenization, five serialecovered in urine.
10-fold dilutions were made in the same transport medium
and 0.1mL of each dilution was plated on appropriat€hemicals
selective culture media and incubated at°’G7for 1 or 3 TNBS, potassium phosphate, HTAB,®, ODHC, MPO,
days. Standard Methods agar was used for total aeroliere purchased from Sigma, Saint Quentin Fallavier, France.
bacterial counts, Man Rogosa Shape (MRS) agat&mto- Lowry (Detergent Compatible Assay) was purchased from
bacillus quantification, Drigalski agar for Enterobacteria an@iorad, Ivry, France. Trypcase soja medium culture,
other Gram-negative bacilli counts. Total anaerobic bacteriaPI5S50CH, Schaedler medium culture, Standard Methods
counts and Gram-negative anaerobic bacterial counts wagar, Man Rogosa Shape agar, Drigalski, Schae¢ko
made in the same way plated on SchaediBb# blood sheep blood sheep agar and Schaedler neomycine-vancomycine
agar and Schaedler neomycine-vancomycing% blood +5% blood sheep agar were purchased from Biomerieux,
sheep agar, respectively, and incubated at@7under Craponne, France. ELISA immunoassay kits were purchased
anaerobic conditions into an anaerobic box for 3 dayfom Clinisciences, Montrouge, France.
Bacterial counts are reported as {ggCFU per gram of

pellets, colonic content or tissue. Statistical analysis
Continuous data were expressed as the megn(standard
Bacterial translocation error of the mean) and comparisons between the different

Mesenteric lymph nodes, caudate lobe of liver and spleéreatments were performed using an analysis of variance
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Table 1. Body weight (% change, 4 days after saline or TNB$. farciminis survival and colonization, colonic bacterial

administration) profile and bacterial translocation
Saline TNBS In the absence of inflammation (control rats)farciminis
Saline 42004 —76+1.8 treatment had no effect on the concentration of resident
L. farciminis  5.5+0.8 3.8+1.2 bacteria, except for a 12-fold increase of lactobacilli counts in

TNBS = trinitrobenzene sulphonic acid; CFU =colony-formingC0|OmC Conte_nt (Fig. 2)L. farc'mlmswa_ls IQentlfl_gd (APISOI
CH patterns) in faecal samples, showing its ability to survive

units.
L. farciminiswas given orally for 15 days before and 4 days aftethrough the gastrointestinal tract. It was also identified in
salalge<oor OTSI\I\?eSrsidsrggllierSgl?ﬁeat a dose of 1CFU/day. colonic content and colonic mucosa from the 5th to the 19th
bp £ 0.05 versus TNBS/saline. days of treatment, indicating that it was able to persist into the
gut.

Four days after TNBS administration, we observed, in

(ANOVA), followed by Tukey’s Multiple Comparison test comparison with controls, a 12-fold and 15-fold increase in
for unpaired data. Discontinuous data were expressed the number of total aerobic bacterial and total Gram-negative
mediant+ 1Q and comparisons between the different treabacterial levels, respectively (Fig. 2). Concerning the number
ments were made using a non-parametric test (Mann-Whitnef/bacteria adhering to or invading the colonic tissue, we also
test). Statistical significance was setPat 0.05. observed a significant increase in total aerobic and Gram-
negative aerobic bacterial levels (24-fold) and total anaerobic
Gram-negative bacteria counts (16-fold) in colitic rats
compared to control rats (Fig. 2). Afterfarciministreatment
Reduction of TNBS-induced colitis severity in TNBS rats the bacterial levels were not significantly

As previously shown (25).. farciministreatment had an (P > 0.05) different from those of controls (Fig. 2).
effect on the severity of TNBS-induced colitis by reducing the In the absence of colonic inflammation, aerobic and
different inflammatory parameters studied. The TNBSanaerobic bacterial cultures were negative in controlsland
induced loss in body weight was suppressed.bfarciminis farciministreated rats, suggesting an absence of bacterial
treatment (Table II). translocation. Aerobic and anaerobic bacterial translocation

TNBS induced macroscopic damage in the colonic walb the mesenteric lymph nodes, liver or spleen was observed
which consisted of mucosal necrosis of over 1-5cm, a dairk all rats 4 days after TNBS administration (Table III). In
red brown colour, and apparent hyperaemia and ulcers, andaditic rats, L. farciminis treatment significantly K < 0.05)
strong increase in colonic MPO activit. farciminisgiven reduced or abolished bacterial translocation to all tissues,
orally at a dose of 1 CFU/day for 15 days before and 4 daysarticularly the liver and spleen. In these organs, the number
after IC administration of TNBS reduced the macroscopiof CFUs was between 5 and 80. These values are lower than
damage score by 62% and the MPO activity associated witlhg;o, which is the classical threshold used to state that a

Results

TNBS by 74% (Fig. 1). bacterial translocation has occurred.
4000 — *
10 1 T
g - = 3000
3 2
4 £
e =
* 20 2000
: =)
g 4] g
="
3 = 1000
22 7 -
3
=, — o DEEm .

TNBS TNBS

A Control L. farciminis TNBS TNBS
+ L. farciminis

L. farciminis

Fig. 1. Effect ofLactobacillus farciminis(10'? CFU/day) treatment on macroscopic damage score and MPO activity in TNBS/ethanol-
induced colitis. *Significantly differen®® < 0.05 from controlsi- significantly different? < 0.05 from TNBS. CFU = colony-forming units;
MPO = myeloperoxidase; TNBS = trinitrobenzene sulphonic acid.
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Fig. 2. Effect ofLactobacillus farciminig10*? CFU/day) treatment on bacterial level in colonic content and tissue in TNBS/ethanol-induced
colitis. *Significantly differentP < 0.05 from controls;+ significantly differentP < 0.05 from TNBS. CFU = colony-forming units;

TNBS = trinitrobenzene sulphonic acid.

Mucosal cytokine levels

Colonic tissue responded to TNBS injury with a 90%administration.

recovery of°’CrEDTA in urine samples 4 days post-TNBS
FurthermoreL. farciminis administered

increase in mucosal ILfL level and a 75% decrease induring 19 days without TNBS significantlyP(< 0.05)

mucosal IL-10 level, compared to controls. Treatment With

reduced colonic permeability in comparison with controls

farciminis restored these levels to basal values (Fig. 3jFig. 4).

Interestingly, after 19 days &f. farciministreatment without
TNBS administration, we observed, a significaRt<( 0.05)

Discussion

increase in mucosal IL-10 level in comparison with controls

(Fig. 3).

Colonic permeability

TNBS administration induced a significant increaBe<(
0.05) in colonic permeability compared to controls (Fig.l4).
farciminis treatment significantly reducedP & 0.05) the

7.5 1
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=2 45

,JQ
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£ 3

=%
1.5 A +
| o i

TNBS

TNBS
L. farciminis

Control L. farciminis

The present study shows thdt. farciminis treatment

normalizes enteric microflora, mucosal permeability and
cytokines mucosal levels altered by colonic inflammation.
These effects, in addition to the beneficial effect of nitric
oxide released by this bacterial strain, shown in a previous
study (25), highlight the mechanisms of the anti-inflammatory
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L. farciminis

Control L. farciminis

Fig. 3. Effect ofLactobacillus farciminig10'? CFU/day) treatment on IL{iand IL-10 mucosal level production in TNBS/ethanol-induced
colitis. *Significantly differentP < 0.05 from controls;+ significantly differentP < 0.05 from TNBS. CFU = colony-forming units;

TNBS = trinitrobenzene sulphonic acid.
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10.0 shows that.. farciminisis able to adhere to and consequently
to colonize the gut.

According to the literature, the most attractive potential use
7.5 - of probiotics seems to be a fight against abnormal growth of
pathogenic intestinal microorganisms. Garcia-Lafuente et al.
(15) emphasize the importance of some anaerobic bacterial
species of the common microflora in TNBS-induced inflam-
mation. TNBS colitis has also been found to be associated

with a significant increase in colonic Gram-negative aerobic
2.5

+
. bacilli count (16), and this finding has been confirmed in this
. study. Furthermorel. farciminis treatment in colitic rats
i i resulted in the normalization of colonic microflora, as
0.0 - reflected by a decrease in several bacterial species including

Control L. farciminis TNBS INBS Gram-negative aerobic and anaerobic counts in the colonic
L. farciminis .
content and tissue.

Fig. 4. Effect ofLactobacillus farciminig10*? CFU/day) treatment Several probiotics have been found to exert a protective

on urinary recovery of'‘CrEDTA instilled into the colonic lumen in action through an enhancement of the intestinal barrier
TNBS/ethanOI—induc_:ed_ _ColitiS. *_Significantly differen? < 0.05 function (31-33) by strengthening a tight junction between
e oz SumaniSNIeTocyIes (21) and thereby preveniing bacterial tans-
acid. location, which is considered as an index of intestinal barrier
failure (34). In this study, as well as others, it has been shown
that TBNS-induced colitis is associated with a significant
action of this probiotic in TNBS-induced colitis. Thesencrease in intestinal permeability (35,36) and bacterial
general mechanisms by which this probiotic exert its antiranslocation to extra-intestinal sites (16). Alteration in
inflammatory effect are in agreement with those proposed @olonic permeability has been reported as a result of direct
the literature for probiotics reported to have beneficial effectontact of some commensal bacteria on the mucosa (37). Our
in IBD (4-8) and experimental colitis (9—11). Although thedata demonstrate that farciministreatment reduces colonic
pathogenesis of IBD is not fully understood, enteric bacterermeability in both basal and inflammatory conditions. The
(13, 16, 28), alterations in colonic permeability (19) and praeduction of colonic permeability observed in colitic rats
inflammatory mediators (22, 23) play a crucial role in théreated with_. farciminismay be due to an indirect effect bf
onset and/or the chronicity of this disease. farciminis through the normalization of colonic microflora.
To adhere to a probiotic status, microorganisms must fulflowever, since.. farciminis reduced permeability in basal
a number of criteria including the ability to survive and taconditions, without modifications of the colonic bacterial
have a metabolic activity in the gut (29). Moreover, the abilitprofile, a direct action on the epithelial barrier can be
of probiotic to adhere to intestinal cells is considered asmoposed. This later hypothesis is reinforced by recent data
desirable quality, as this is the first step in colonization arghowing that in vitro liveStreptococcus thermophiluend
may enable modification of the host immune system (30, 3Dactobacillus acidophilusin basal conditions increased
In this study, the presence of viable farciminis bacteria, transepithelial resistance This effect on resistance was
observed by identification of this strain in faeces, shows itccompanied by maintenance (actin, ZO-1) or enhancement
ability to survive in the gut. The production of NO in the(actinin, occludin) of cytoskeletal and tight junctional protein
lumen observed in a previous study indicates that tH88).
metabolic activity of this strain persists in the gut (25). Another mechanism often suggested for the anti-inflam-
Finally, its identification in the mucosa of the proximal colormatory effect of a probiotic is immunomodulation. Recent

% of 31 CrEDTA recovered
in 24 hours urine

Table lll. Bacterial translocation levels (LagCFU/g)

Total aerobic bacteria Total anaerobic bacteria
Group MLN Liver Spleen MLN Liver Spleen
TNBS 4.8+0.2 3.7+ 0.3 3.5+0.2 4.440.3 3.6+£0.2 3.3£0.1

TNBS+ L. farciminis  3.1+0.3* 0.7+0.4* 1.1+05* 28+05* 11+05* 1.3+0.6*

TNBS = trinitrobenzene sulphonic acid; CFU = colony-forming units.

L. farciminiswas given orally for 15 days before and 4 days after saline or TNBS administration, at a dos& 6FL0day. MLN:
mesenteric lymph nodes.

* P < 0.05 versus TNBS.
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studies suggest a possible shift from a Th1l-mediated immu@encerning paracellular permeability, NO seems to play an
response towards a Th2 profile after the administration ambiguous role. For example, NO donors have been found to
some probiotic agents (39, 40). On the other hand, it has bdsave increased permeability (61) and to ameliorate perme-
widely suggested that the balance between Thl and ThRility disturbed by a bacterial antigen (62).
profiles, as well as Th3 profile, is pivotally controlled by In conclusion, this study indicates tHatfarciminisshares
stimulating dendritic cells (41, 42). Intestinal dendritic cellshe general mechanisms involved in the beneficial effects of
can be either tolerogenic or immunogenic, depending on theirobiotic treatment. It is likely thak. farciminis exerts an
type and state of activation (43, 44). Activated dendritic cellsnti-inflammatory effect on TNBS-induced colitis, through
have been observed in mucosa of IBD patients (45, 46) andthe association of different pathways such as the ability of this
the lymph nodes in animal models of colitis (47), where theprobiotic strain to normalize colonic microflora and prevent
seem to play an early role in this disease. Probiotics may dxcterial translocation, to enhance barrier integrity, to
partly by modulating the function of the gut dendritic cellglecrease the mucosal level of l[-and also to release NO
(48, 49). In fact, lactobacilli species exert different and even the colonic lumen, as previously shown (25). Taken
opposing effects on dendritic cell activation, indicating thabgether, all these data suggest thatfarciminis could be
they may differentially determine whether a dendritic celtonsidered as a promising therapeutic agent in IBD.
favours a Thl, Th2 or Th3 immune response (50).
Increased production of ILflLlhas been observed in TNBSAcknowIedgements
colitis (51) and this study confirms these data. Additionally, in
this model we also observed a decreased in IL-10 concentmhis work was supported in part by the ATC Nutrition grant
tion. Administration ofL. farciminisin colitic rats restores from INRA and INSERM and a grant from the Food and
these levels to basal values. The ability to decrease pigealth Network of the Midi-Pymeées Reion.
inflammatory cytokines has also been noted for other
probiotics as reflected by TN&-and INF= reduction in
IL-10-deficient colitic mice (12, 33, 52). On the other hahd,
farciministreatment in non-colitic rats significantly increased 1. Prantera C, Scribano ML, Falasco G, Andreoli A, Luzi C.
mucosal IL-10 production. We can suggest that IL-10 may Ineffectiveness  of probiotic7s in pre\{enting recurrence after
down-regulate pro-inflammatory cytokines (53, 54) and there- tcr?;fi\t,'vﬁ rf;;%tg;ifﬁfsgghgjtdz'%%?gi.%gfgom'sed controlled
fore may down-regulate epithelium permeability by reducing. Kuisma J, Mentula S, Jarvinen H, Kahri A, Saxelin M, Farkkila
L1 or by acting directly on the epithelum (sce review 55). I, Flec, o Lacobeis, Manfowe on el pouch
Furthermore, it has been shown that probiotic can alter cell 17.509_15.
surface antigen expression and cytokine production in bong C(}I:_ampieri M, C_;io_nchr;ettct)i géttfgggimoetisci: Ionr glf;)aorggl;g)% ebrg\éveelec
marrow-derived, dendritic cell-enriched populations, contri- diS€ase: new insig
buting to immunomodulation (56). For i?lsfance VSL#3 is, ﬂternaﬂve? Gastroenterology 1999;116:1246-9. ;

’ . Malin M, Suomalainen H, Saxelin M, Isolauri E. Promotion of
able to up-regulate IL-10 production in human gut and blood IgA immune response in patients with Crohn’s disease by oral
dendritic cells (57). Substantial enhancement of IL-10 release ggf:;%r?icﬁlserapy with.actobacillusGG. Ann Nutr Metab 1996;
has been also observed in dendritic cell-enriched culturg KrﬁisW, Schutz E. Fric P, Fixa B, Judmaier G, Stolte M. Double-
supernatants after 3 days of probiotic stimulation (56). In blind comparison of an oraEscherichia colipreparation and

contrast, T cells generated frotractobacillus rhamnosus mesalazine in maintaining remission of ulcerative colitis.
g Aliment Pharmacol Ther 1997;11:853-8.

matured dendritic cells did not produce high amounts of IL-105 rembacken BJ, Snelling AM, Hawkey PM, Chalmers DM, Axon
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Influence d’'un traitement oral par Lactobacillus farciminis
sur I'hypersensibilité colo-rectale induite

par une colite au TNBS chez le rat

A. SITUATION DU SUJET

L'inflammation digestive induit un état d’hyperalgésie viscérale
correspondant a une activation exagérée des voies sensitives en réponse a des
stimuli douloureux ou non, (Fioramonti et al., 2001). Ainsi, une
hypersensibilité du rectum se traduisant par un abaissement du seuil de
douleur en réponse a la distension intra-luminale rectale a été rapportée chez
les patients soufrant de RCH (Rao et al., 1987, 1988) et lors d’'inflammation
colique induite par le TNBS chez le rat (Morteau et al., 1994). Cependant peu
de données sont disponibles dans la littérature concernant lI'influence d’'un
traitement probiotique sur la sensibilité viscérale. Nous avons préalablement
montré qu'un traitement par Lactobacillus farciminis réduit la sévérité d'une
colite induite par le TBNS via lI'implication du NO libéré dans la lumiére
colique par cette souche. Concernant le réle du NO dans la douleur viscérale
peu de données sont également disponibles. Toutefois, il a été montré qu'en
conditions basales un traitement par le SNP réduit la réponse nociceptive a la
distension gastrique chez le rat, évaluée par la réponse cardio-vasculaire
(Rouzade et al., 1999). Par ailleurs, I'implication du NO dans I’'hyperalgésie
somatique d'origine inflammatoire a fait lI'objet de nombreux travaux lui
attribuant pour la plupart un effet anti-nociceptif (Ferreira et al.,, 1991 ;
Fidecka & Lalewick, 1997). Par conséquent, dans cette étude nous nous
proposons d'évaluer l'influence d'un traitement oral par Lactobacillus
farciminis sur I'hypersensibilité colo-rectale a la distension induite par une
colite au TNBS chez le rat et de mettre en évidence un mécanisme d’action

impliguant le NO.
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B. METHODOLOGIE
I. Animaux

Huit lots de 10 rats males Wistar (200 - 250 g) ont été utilisés. Les animaux
ont été placés dans des cages individuelles en polypropyléne dans une piéece a
21 £ 1 °C et ont recu une alimentation standard (UAR, Epinay, France) et de

I'’eau a volonté.

1. Chirurgie

Sous anesthésie générale [acepromazine 0,5 mg/kg par voie intraperitonéale
(Calmivet, Vetoquinol, Lure) et ketamine 100 mg/kg par voie intramusculaire
(Imalgene, Rhéne Merieux, Toulouse)] les animaux ont été équipés (i) d'un
cathéter intra-colique pour linstillation du TNBS ou son solvant et la
perfusion dhémoglobine ou de NaCl, (ii) délectrodes pour des
enregistrements électromyographiques chroniques selon la technique de
Ruckebusch et Fioramonti, 1975.

Un cathéter en polypropyléne (diamétre externe : 0,7 mm ; diameétre
interne : 0,3 mm ; longueur : 60 cm) a été utilisé. Apres incision ponctuelle de
la paroi du c6lon proximal a 2 cm de la jonction caeco-colique, le cathéter a
été introduit dans la lumiére colique et solidarisé avec la paroi colique. Aprés
suture des plans musculaires, le cathéter a été fixé par nceud simple sur le
muscle strié de I'abdomen et extériorisé en région dorso-scapulaire.

Trois groupes de trois électrodes constituées d’'un alliage de nickel (80%) et
de chrome (20%) (longueur : 60 cm; diameétre : 80 um) ont été implantés dans
le muscle strié de 'abdomen (muscle oblique) & 2 cm latéralement a la ligne
blanche. Les extrémités libres des électrodes ont été extériorisées en région
dorsoscapulaire.

Le cathéter et les électrodes ont été introduits dans un tube en verre afin de
les protéger et de les solidariser au niveau de la peau.

Cing jours apres la chirurgie, la colite a été induite. Les enregistrements
électromyographiques (EMG) ont été effectués 4 jours apres I'induction de la

colite.
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I11. Enregistrement de I’activité électromyographique

L'activité EMG a été enregistrée en connectant les électrodes a un polygraphe
(Mini VI, Alvar, Paris, France) en dérivation bipolaire avec une courte
constante de temps (0,03 sec) permettant le recueil préférentiel de I'activité

rapide de potentiels correspondant aux contractions de I'abdomen.

1V. Induction de la colite

Aprés anesthésie générale des animaux, une solution d'acide 2,4,6-
trinitrobenzene sulfonique (TNBS ; 80 mg / kg dans 0,2 ml d'éthanol) a été
instillée par voie intra-coligue au moyen du cathéter préalablement inséré

dans la lumiére colique.

V. Distension colo-rectale

La distension de différentes parties du tube digestif est le stimulus le plus
souvent utilisé dans les modéles mis en ceuvre pour étudier la douleur
viscérale. Parmi ces modeéles on distingue la distension colo-rectale chez le rat
éveillé qui engendre deux réponses : un réflexe recto-colique inhibiteur et une
douleur viscérale caractérisée par une augmentation des crampes
abdominales (Morteau et al., 1994).

Afin d’éviter des artefacts dus aux mouvements des animaux pendant la
distension, les rats ont été habitués a séjourner dans des tunnels en
polypropyléne (longueur : 20 cm ; largeur : 7 cm) pendant 3 jours avant
I'expérimentation.

La session de distensions colo-rectales a été réalisée a l'aide d'un
ballonnet en latex (longueur: 4 cm) fixé I'une des extrémités d’'un cathéter de
80 cm. Le ballonnet a été introduit a 1 cm de la marge anale, puis fixé a la
base de la queue avec du ruban adhésif, afin d’éviter son expulsion. L'autre

extrémité du cathéter permettant d’appliquer des pressions de distension est
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connectée a un capteur de pression électronique (Barostat, INRA, Toulouse,
France). Les distensions colo-rectales ont été réalisées par paliers de 5 min
pour des pressions croissantes allant de 0 a 60 mm de mercure (HQ)
(incrément de 15 mm Hg). L'utilisation du barostat électronique permet d’'une
part de réaliser des distensions parfaitement reproductibles et & une vitesse
constante dinsufflation d’air, et d’autre part de mesurer précisément, et en
méme temps, le volume et la pression du ballonnet de distension. Cette
mesure simultanée de la pression et du volume du ballonnet a chaque
distension permet de construire une courbe pression-volume, dont la pente
refléte la compliance du coélon ; la compliance étant une mesure du tonus de
la paroi de I'organe creux étudié.

La douleur viscérale induite par la session des distensions colo-rectales a

été évaluée par mesure du nombre des crampes abdominales enregistrées par

électromyographie.

VI. Protocole

Les animaux (repartis en huit lots de 10 individus) ont regu une
administration orale journaliére de NaCl (0,09 % ; 0,5 ml) (lots 1, 2, 5, 6) ou
de Lacbacillus farciminis a la dose de 1012 unités formant colonies (ufc) (lots
3, 4, 7, 8) pendant les 15 jours qui ont précédé et les 4 jours qui ont suivi
I'induction de la colite. Quatre heures apres l'instillation du TNBS (lots 5-8)
ou du NacCl (lots 1-4), les animaux ont été perfusés en continu (24 heures /
24 ; débit : 250 nl / h, pendant les 4 jours de la colite) avec du NaCl (lots 1, 3,
5, 7) ou de I'hémoglobine (Hb, 200 mg /7 kg / j) un piégeur de monoxyde
d’azote (NO) (lots 2, 4, 6, 8).

La chirurgie des animaux a eu lieu 10 jours aprés le début des
traitements. Les distensions colo-rectales ont eu lieu au 19me jour afin
d’évaluer l'incidence des traitements sur I’hypersensibilité liée au TNBS
(Figure 17).
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Traitement par voie orale
Lactobacillus farciminis (1012 ufc/j)
ou sérum physiologique (0,9%)

A
v

Perfusion IC
+—— hémoglobine

v

ou NacCl
5;in
I Jio Ji5 J19
Debut du Chirurgie Administration IC Distension colo-rectale

traitement TNBS ou NacCl

Figure 17 : Protocole expérimental relatif a I'étude de l'effet d'un traitement

par Lactobacillus farciminis sur I’hypersensibilité colo-rectale a la distension

induite par une colite au TNBS.

VIl. Analyses statistiques

Les comparaisons du nombre de contractions abdominales, entre les
différents lots, pour chaque période de 5min de distension colo-rectale ont été
effectuées apres une analyse de variance (ANOVA) en utilisant le test de
Tukey a comparaisons multiples pour valeurs non appariées. Les valeurs sont
exprimées en moyenne * l'erreur standard a la moyenne (ESM). Les

différences sont considérées significatives pour les valeurs de P < 0,05.
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VIIl. Résultats

1. Effet d’un traitement oral par Lactobacillus farciminis sur la réponse

abdominale liée a la distension colo-rectale : implication du NO.

En conditions basales, les distensions colo-rectales progressives ont induit
une augmentation du nombre de contractions abdominales de maniere

pression-dépendante chez tous les animaux (figure 18).

Un traitement oral de 19 jours par L. farciminis augmente le seuil de
sensibilité a la distension. Ainsi, le seuil de pression pour induire une
augmentation significative du nombre de contractions abdominales se situe a
15 mm Hg chez les animaux témoins et a 30 mm Hg chez les animaux traités
par L. farciminis (figure 18). L’apparition de ce seuil des le premier pallier de
pression de distension chez les animaux témoins s’explique par le fait que
tous les animaux utilisés dans cette expérimentation sont des animaux naifs,
c'est-a-dire n'ayant pas été entrainés au préalable a la distension colo-rectale.
Une diminution significative (P < 0,05) de I'intensité de la réponse nociceptive
a également été observée chez les animaux traités par L. farciminis par
rapport aux animaux témoins. Cela se traduit en réponse a chaque pression
de distension appliquée par une diminution du nombre de contractions
abdominales (Figure 18). Cet effet analgésique de L. farciminis a été aboli par
la perfusion d’hémoglobine, mettant en évidence I'implication du NO dans cet
effet.

Aucune différence dans la réponse nociceptive n’a en revanche été
observée, en Il'absence de traitement par L. farciminis, entre les lots
d’animaux témoins recevant une perfusion de NaCl et ceux recevant une
perfusion d'hémoglobine et ce pour chaque pression de distension appliquée.
Ce résultat souligne que 'hémoglobine n’a pas d’effet propre sur la perception
nociceptive.

La mesure simultanée de la pression et du volume du ballon & chaque
distension appliquée montre qu’aucun des traitements ne modifie le tonus de

la paroi du célon (Figure 19).
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Figure 18 : Effet d'un traitement par L. farciminis Figure 19 : Effet d'un traitement par
(1012 ufc/j) sur la rponse abdominale liée a la L. farciminis (1012 ufc/j) en présence ou
distension colo-rectale et réversion par non dhémoglobine Hb 200 mg/kg/j) sur
I'hémoglobine (Hb 200 mg/kg/j). le tonus musculaire en réponse a la

distension colo-rectale.

——Témoins (NaCl) ——Témoins + Hb —+—Témoins (NaCl) ——Témoins + Hb
—— L. farciminis —a—|_farciminis + Hb —— L. farciminis ——L.farciminis + Hb

2. Effet d’un traitement oral par Lactobacillus farciminis sur
I’hypersensibilité viscérale induite par la colite au TNBS en réponse a la

distension colo-rectale : implication du NO.

Par rapport au lot témoin recevant uniquement le NaCl, 'administration du
TNBS a induit une augmentation significative (P<0,05) du nombre de crampes
abdominales a partir de la pression de distension 15 mmHg. Cette réponse
nociceptive exacerbée a toutes les pressions de distension traduit une
hypersensibilité viscérale (tableau VI). A I'inverse, chez les animaux traités
par L. farciminis I'administration du TNBS n’a pas induit de modifications
dans la réponse nociceptive liée a la distension par rapport aux animaux
traités par L. farciminis et ayant recu une administration de NaCl (Tableau

V).
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Pression de distension colo-rectale (mmHg)

0 15 30 45 60

Témoins (NaCl) 47+1,7 190x4,5 305+2,9 39340 425%2,5
TNBS 8,3+1,7 387+3,9 615+3,2° 747+3,8 81,2+3,6
L. farciminis 74+23 11,0+3,7 166+3,6 212+3,2 284+3,4

TNBS + L. farciminis 7,2+ 2,2+ 11,5+3,5+ 19.8+4,6+ 28,2 +5,7+ 32,8 +6,0"

Tableau VI : Effet du TNBS sur la sensibilité viscérale en réponse a la distension colo-
rectale et influence d'un traitement par L. farciminis (1012 ufc/j) sur la réponse

abdominale a la distension en conditions inflammatoires
Les valeurs reportées représentent le nombre de contractions abdominales sur la période de 5

minutes de distension (moyenne £ ESM).
* P < 0,05 significativement différent du lot témoins NaCl ; + P < 0,05 significativement différent du
lot TNBS

Les changements dans la sensibilité colo-rectale a la distension induits par le
TNBS sont modifiés par le traitement par Lactobacillus farciminis. Ces
animaux  présentent un nombre de contractions abdominales
significativement réduit par rapport aux animaux TNBS recevant le NaCl et ce
pour toutes les pressions de distension appliquées (Figure 20). Une perfusion
d’hémoglobine en continu pendant les 4 jours de la colite chez les animaux
traités par le TNBS et recevant L. farciminis, a reversé les effets anti-
nociceptifs de L. farciminis sur I'’hypersensibilité a la distension induite par le
TNBS. Ce résultat montre I'implication du NO dans l'effet analgésique par
L. farciminis. En revanche, aucune différence significative dans la réponse
abdominale, liée aux distensions colo-rectales progressives, n'a été observée
entre les animaux ayant recu la colite au TNBS, traités avec le NaCl et
perfusés en continu pendant les 4 jours de la colite avec de I’'hémoglobine par
rapport aux animaux TNBS traités et perfusés par le NaCl.

Dans ces conditions inflammatoires, la mesure de la compliance n’est pas

modifiée et ce pour aucun des traitements appliqués (Figure 21)
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100,

Nombre de crampes
abdominales / 5 min

0 15 30 45 60
Pression (mmHg)

Figure 20 : Effet dun traitement par L. farciminis
(1012 ufc/j) sur I'hypersensibilité viscérale induite
par le TNBS en réponse a la distension colo-
rectale et rBversion par I'hémoglobine (Hb 200
mg/kg/j).

* P < 0,05 significativement différent du lot
témoin :
+ P < 0,05 significativement différent du lot TNBS

—e— Témoins NaCl) —o—TNBS —e— TNBS + Hb

Volume (ml)

h T I 1

15 30 45 60
Pression (mm Hg)

Figure 21 : Effet d'un traitement par
L. farciminis (1012 ufc/j) en présence ou non
d’hémoglobine Hb 200 mg/kg/j) sur le tonus
musculaire en €ponse a la distension colo-
rectale dans la colite induite par le TNBS.

—e— Témoins (NaCl) —o— TNBS
—o— TNBS+ Hb —a— TNBS + L. farciminis

—a— TNBS + L. farciminis + Hb

—a— TNBS + L. farciminis —a— TNBS + L. farciminis + Hb

En résumé

L'objectif de cette étude était d’évaluer l'influence d’'un traitement oral par

L. farciminis sur la sensibilité rectale a la distension et I'hypersensibilité

induite par une colite au TNBS chez le rat et de déterminer I'implication du

monoxyde d’azote délivré dans la lumiere colique par cette souche.

Les résultats obtenus montrent qu’en conditions basales L. farciminis a un

effet & la fois sur le seuil nociceptif qui est augmenté et sur l'intensité de la

réponse nociceptive induite par les distensions colo-rectales qui est diminuée.

Cet effet analgésique de L. farciminis implique le NO.

En conditions d’hypersensibilité viscérale induite par la colite au TNBS,

L. farciminis s’est montré efficace dans la réduction du nombre de crampes

abdominales en réponse a la distension colorectale. La réversion de cet effet
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par I'hémoglobine met en évidence I'implication du NO dans la réduction de
I'hypersensibilité viscérale d'origine inflammatoire.

De plus, le tonus musculaire du cbélon n'est affecté par aucuns des
traitements et ce aussi bien en conditions basales qu’en conditions

inflammatoires.
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Les études conduites chez I'animal et chez I’'homme depuis ces vingt derniéres
années montrent des potentialités thérapeutiques de certains probiotiques
aussi bien vis-a-vis de pathologies digestives (infection et inflammation
intestinale, troubles fonctionnels intestinaux, cancers colo-rectaux), qu’extra-
digestives (allergie cutanée, respiratoire). Les cibles potentielles des
probiotiques décrites a ce jour dans la littérature sont la prévention et le
traitement de maladies aigués ou chroniques. Dans ce contexte d’applications
thérapeutiques possibles, un effort considérable reste a faire dans la
compréhension et dans la détermination des mécanismes d’action impliqués
dans les effets exercés par ces agents microbiens. Aussi, une approche plus
rationnelle dans la sélection des probiotiques pourrait étre proposée afin de
préjuger des potentialités thérapeutiques de ces derniers. Par exemple, dans
I'objectif d'une application thérapeutique dans les pathologies d'origine
inflammatoire, cette approche pourrait étre basée sur le choix préalable d'une
bactérie dont un des métabolites serait susceptible d’exercer un pouvoir anti-

inflammatoire.

C'est dans cette démarche que se situe ce travail. Ainsi, notre hypothese
de départ était que du monoxyde d’azote (NO) apporté de maniére exogene
dans la lumiére colique, pourrait réduire la sévérité d'une colite
expérimentale. Si cette hypothése se vérifiait, notre objectif était de confirmer
les propriétés anti-inflammatoires du NO exogene, vis-a-vis de cette colite
experimentale, apporté par une souche bactérienne (Lactobacillus farciminis)

susceptible de libérer du NO dans la lumiére colique.

Ce travail s’est par conséquent déroulé en trois temps. Dans un premier
temps, nous avons étudié a l'aide d'un donneur chimique de NO, le
nitroprussiate de sodium (SNP), les effets d'un apport de NO exogéne au
cours d'une colite induite par I'acide trinitrobenzéne sulfonique (TNBS) chez
le rat. Ensuite, aprés avoir mis en évidence la capacité de L. farciminis de
libérer du NO in vivo, nous avons determing les effets de ce lactobacille sur la
colite induite par le TNBS et I'implication du NO ainsi apporté dans ces effets.

Dans un deuxiéme temps, dans l'objectif d'attribuer le statut de probiotique a
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L. farciminis, nous avons également évalué les mécanismes anti-
inflammatoires généralement partagés par les probiotiques tels que la
"normalisation” de la flore colique, la prévention de la translocation
bactérienne et le renforcement de la barriére intestinale, ainsi que la
modulation du profil des cytokines. Enfin, nous avons étudié l'influence d'un
traitement oral par Lactobacillus farciminis sur I’hypersensibilité viscérale

induite par la colite au TNBS en réponse a une distension colo-rectale.

1. Considérations méthodologiques

Le choix de la souche bactérienne a constitué une des premieres étapes de
notre travail. Le critére "capacité de production de NO" en tant que métabolite
bactérien a principalement orienté notre choix. Plusieurs souches
bactériennes sont décrites dans la littérature comme productrice de NO in
vitro a partir de la réduction des nitrates en nitrites sous l'action de nitrate
reductase et des nitrites en NO sous l'action d'une nitrite réductase
dénitrifiante (Avice et al.,, 1999 ; Xu et al.,, 2001). Lactobacillus farciminis
figure parmi ces souches (Wolf et al., 1990). Ce choix a été largement motivé
par la suite du fait de la disponibilité de ce lactobacille dans la collection de
I'Institut Pasteur (CIP 103136 ; facilité d'acces), sa présence naturelle dans
les denrées alimentaires (Reuter, 1970) et son utilisation dans l'industrie
agro-alimentaire (Bioacarna®). Ces éléments nous ont paru prometteurs en
tant qu'indices d'innocuité pour une application thérapeutique future par

Lactobacillus farciminis.

En conditions physiologiques, le taux de nitrates et nitrites présents au
niveau colique est trés faible chez I’'homme (Wagner et al., 1983). Chez le rat,
il semblerait qu’apres réduction des nitrates par la flore commensale, les
nitrites sont a leur tour dégradés au fur et a mesure (Fritsch & de Saint-
Blanquat, 1976).

Dans notre étude, la question relative a la présence et en concentration

suffisante de nitrites dans la lumiére colique, en tant que substrat pour
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L. farciminis, s’est posée en termes d’éventuel facteur limitant. Le dosage des
nitrates et des nitrites au niveau du contenu colique, en utilisant la
technique classique de la réaction de Greiss, ne s’est pas révélée concluante.
Ainsi, nous avons opté pour la quantification de NO directement dans le
contenu colique par une méthode mise au point par le laboratoire
Pharmacophores Redox® utilisant la résonance électroparamagnétique. Une
augmentation de la teneur de NO endoluminal a été mise en évidence aprés
traitement par L. farciminis, montrant que ce lactobacille était capable de
libérer du NO in vivo. Ce résultat plaide en faveur de la présence d’'une teneur
en nitrites dans la lumiere colique suffisante a I'expression métabolique de
cette souche bactérienne.

Une autre source possible de NO dosé dans le contenu colique pourrait
étre du NO produit par l'activation de la NO synthase inductible (iNOS) dans
les cellules épithéliales et immunitaires et ayant diffusé dans la lumiére
colique aprés traitement par L. farciminis. En effet, d'autres souches
bactériennes telles que L. acidophilus (Tejada-Simon et al., 1999) et
Lactobacillus GG (Korhonen et al.,, 2001) stimulent in vitro I'activation de la
iINOS dans ces cellules. Cette possibilité parait peu probable dans ce travail,
puisque aucune augmentation de la INOS tissulaire n'a été observée apres

traitement par L. farciminis.

La durée du traitement par L. farciminis (15 jours avant et 4 jours aprées
I'induction de la colite) a été choisie de fagcon arbitraire. Un traitement
préventif de 7 jours est généralement adopté pour I'évaluation des différentes
souches bactériennes dans des modeles de colites expérimentales (Shibolet et
al., 2002 ; Osman et al., 2004). L. farciminis n’appartenant pas a la flore
commensale du rat, nous avons par conséquent opté pour un traitement
préventif plus long afin de permettre I'adaptation de ce lactobacille dans un
biotope inconnu. Ce traitement préventif ainsi que le traitement curatif de 4
jours (post-induction de la colite) ont également été choisis afin de se placer

dans des conditions de libération constante de NO dans la lumiere colique.

@ |_aboratoire Pharmacophores Redox, Université Paul Sabatier, Toulouse 3
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Enfin, la dose de 1012 ufc/j a été choisie suite a des expériences préliminaires
conduites avec lI'administration d'une dose inférieure (108 ufc/j) qui s'est

révélée inefficace vis-a-vis de la réduction de la colite induite par TNBS.

Un autre parametre expérimental qui a été choisi dans ce travail concerne
I'induction de la colite au TNBS. Ce modéle classique de colite expérimentale
initialement proposé par Morris et al.,, (1989) consiste en l'instillation de
TNBS par voie intra-rectale. Dans notre étude, nous avons choisi d'instiller le
TNBS dans le cblon proximal plutét que dans un segment plus distal, compte
tenu des particularités physiologiques coliques chez le rat. Le cOlon distal est
en effet caractérisé par la présence de fécés a haute teneur en matiéres
séches alors que le contenu du célon proximal est semi-liquide. Nous avons
donc considéré que l'activité de L. farciminis et par conséquent la libération
du NO par cette souche seraient optimisées dans un milieu plutét liquide

soumis a un brassage permanent.

2. NO exogeéne et colite induite parle TNBS

Comme nous l'avons déja précisé, le premier volet de ce travail visait a
étudier le réle du NO exogéne dans les processus d'inflammation colique.
Pour ce faire nous avons utilisé, dans un premier temps, le nitroprussiate de
sodium (SNP) utilisé en tant que donneur de NO pour ses propriétés
vasodilatatrices artérielles en thérapeutiqgue humaine, et en expérimentation
animale in vivo (Mariotto et al., 1995 ; Larauche et al., 2003). Dans un second
temps, nous avons utilisé une bactérie, Lactobacillus farciminis, connue pour

produire du NO in vitro.

L'apport exogene de NO, par une perfusion intra-colique continue de SNP
pendant les 4 jours aprés l'induction de la colite par le TNBS, réduit la
séveérité de cette colite. La voie intra-colique d'administration du SNP a été
choisie dans notre étude en accord avec d'autres travaux montrant des effets

protecteurs du NO délivré localement aussi bien au niveau gastrique que
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colique. En effet au niveau gastrique, I'application locale des donneurs de NO
contribue a une résolution efficace des lésions provoquées par différents
agents agresseurs (MacNaughton et al., 1989 ; Kitagawa et al., 1990 ;
Larauche et al.,, 2003). Au niveau colique, un effet protecteur du NO a
également été montré aprés administration intra-colique de NO-mésalamine
vis-a-vis d'une colite induite par le TNBS (Wallace et al., 1999). De plus, cet
effet était plus prononcé que celui obtenu apres administration de
mésalamine seule. En revanche, dans la méme étude I'administration du SNP
n'a pas conduit a des résultats concluants. L'inefficacité du SNP obtenue
dans ce cas pourrait s'expliquer par (i) la voie d'administration utilisée (bolus
par voie orale), (ii) la dose élevée de SNP choisie (100 mg/kg) qui s'est avérée
toxique.

C'est pourquoi, outre la voie locale d'administration, nous avons
également tenu compte du paramétre dose a administrer. Ainsi dans notre
étude, le SNP a été utilisé a la dose de 1mg/kg/j qui représente une dose 100
fois inférieure a celle utilisée par Wallace et al. (1999) et 2 fois plus faible que
celle utilisée pour la résolution d'une gastrite induite par l'iodoacétamide
(Larauche et al., 2003). L'administration du SNP directement dans la lumiére
colique a la dose de 1mg/kg/j s'est avérée efficace dans la réduction de la
colite induite par le TNBS. De plus dans ces conditions, la teneur en NO
mesurée dans le contenu colique a été multipliée par 2,5. Ces reésultats
confortent donc l'idée que le choix aussi bien de la voie d'administration du
NO exogéne que celui de la dose administrée est important en fonction de
I'inflammation digestive considérée.

La transformation du SNP en NO dans les systémes biologiques est une
reaction connue (Feelish, 1998). Toutefois, afin d'apporter la preuve
pharmacologique que les effets anti-inflammatoires du SNP que nous avons
observé impliquaient bien le NO libéré par ce dernier, nous avons choisi
d'utiliser 'hémoglobine pour son aptitude a piéger le NO (Doyle & Hoekstra,
1981 ; Feelish, 1998). Ainsi, I'hémoglobine a été perfusée en continu dans la
lumiére colique de maniere concomitante au SNP. Les résultats obtenus lors
du dosage du NO par résonance électroparamagnétique a montré que la dose

d’hémoglobine utilisée piégeait la totalité du NO libéré par le SNP.
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La réversion par I'hémoglobine de I'effet protecteur du SNP vis-a-vis de la
colite induite par le TNBS, montre que du NO apporté seul dans la lumiére
coligue est efficace dans la résolution de la sévérité d'une colite au TNBS. Par
ailleurs l'apport de NO, non plus par l'intermédiaire d'un donneur chimique,
mais en tant que métabolite bactérien s'est également révélé efficace dans la
réduction de cette colite. Le traitement oral par L. farciminis s'est également
traduit par une augmentation de la teneur en NO dans le contenu colique. De
plus, I'effet anti-inflammatoire de ce traitement a été reversé par la perfusion
continue d'hémoglobine pendant 4 jours.

Ces résultats mettent en évidence (i) la capacité de L. farciminis a produire
du NO dans la lumiére colique, ce qui jusqu'a présent n'avait été montré qu'in
vitro, (ii) un mécanisme d'action de cette bactérie dans la réduction d'une
inflammation colique a travers l'un de ses métabolites bactériens, ce qui

jusqu'a présent n'avait pas encore été montré.

Le NO apporté lors de la perfusion de SNP ou du traitement oral par
L. farciminis réduit la sévérité de la colite induite par le TNBS. Cet effet du NO
exogene se traduit par une reduction des parametres ou indices
inflammatoires évalués au terme des 4 jours de cette colite (scores des
Iésionnels macroscopiques, activité de la myéloperoxydase (MPO) et activité
de la NO synthase inductible (iNOS)).

Ainsi, la question des voies par lesquelles le NO exogéne pourrait agir se
pose. Nous n'avons pas entre pris d'études spécifiques afin de répondre a cette
question. Toutefois trois hypothéses d’action peuvent étre émises et
concerneraient (i) I'adhésion des leucocytes, (ii) la régulation de l'expression

de la iNOS et (iii) la formation de peroxynitrite.

Les donneurs de NO réduisent en effet I'adhésion (Kubes et al., 1991) et
lI'agrégation des leucocytes au niveau des veinules post-capillaires
mésentériques (Gaboury et al.,, 1993 ; Wallace et al.,, 1999), a travers
notamment la réduction de I'expression des molécules d’adhésion (Khan et
al., 1996). Par conséquent, nous pouvons suggérer que la diminution de

I'infiltration neutrophilaire reflétée par la diminution de l'activité MPO, soit
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Figure 22 : Hypothéses d'action du NO exogéne dans la réduction de la sévérité de
la colite induite par le TNBS
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le résultat d'une inhibition de I'expression des molécules d'adhésion
vasculaires.

Les donneurs de NO sont également des inhibiteurs des fonctions
neutrophilaires (Moilanen et al., 1993). Par exemple, le SNP inhibe
I'expression de la iINOS dans ces cellules (Mariotto et al., 1995), en exercant
un rétrocontrole négatif direct sur [Il'expression de cette enzyme
(Ravichandran et al., 1995). Dans notre étude, I'importante augmentation de
I'activité iINOS tissulaire observée apres I'induction de la colite par le TNBS,
est significativement réduite lors de I'apport de NO dans la lumiére colique.
Par conséquent, nous pouvons envisager que le NO exogéne par un
mécanisme de rétrocontréle, maintient I'inhibition de I'activation du NF-kB et
de ce fait empéche I'induction de I'expression de la iINOS dans les cellules
épithéliales et immunitaires.

L'implication du peroxynitrite dans les lésions tissulaires a été largement
décrite notamment dans la colite induite par le TNBS (Zingarelli et al., 1998 ;
McCafferty et al., 1999 ; Miampamba & Sharkey, 1999). La formation de ce
dernier est contrélée par les flux relatifs de NO et d’'O2-, et il n'est généré que
lorsque ces deux radicaux sont produits en quantité égale (Miles et al., 1996 ;
Wink et al., 1997). Par conséquent, nous pouvons supposer que l'atténuation
des lésions macroscopiques que nous avons observée, serait le résultat de
I'apport de NO exogéne induisant un déséquilibre dans les concentrations
relatives de ces deux radicaux en faveur d'une augmentation de celle du NO
se traduisant in fine par une diminution de la formation de peroxynitrite. Par
ailleurs, les donneurs de NO ont également la capacité de réduire la
production du radical O2- en inhibant l'auto-assemblage de la NADPH
oxydase (Fujii et al., 1997 ; Bloodsworth et al., 2000). Cette voie d'action

pourrait également étre envisagée dans notre étude.

Ce travail a donc contribué par le biais d'une approche basée sur I'évaluation
des propriétés anti-inflammatoires d'un métabolite bactérien, a sélectionner
une souche bactérienne aux potentialités thérapeutiques intéressantes en

I'occurrence dans le traitement de l'inflammatoire digestive. L’ensemble des
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résultats de la premiére partie de notre étude nous a en effet permis de
mettre en évidence un mécanisme d'action dépendant d'un métabolite
bactérien (NO) dans l'effet anti-inflammatoire exercé par L. farciminis
administré par voie orale. Les voies d'action du NO impliquées dans cet effet
demanderaient cependant de plus amples investigations afin de mieux
comprendre et de déterminer les éléments cellulaires et intracellulaires
intervenant dans les interactions hote-NO libéré par L. farciminis. Toutefois,
cette bactérie répond d'ores et déja a la définition d'un probiotique a savoir
"un micro-organisme dont l'ingestion exerce des effets positifs sur la
prévention ou le traitement d'une pathologie spécifique”. Aussi, une
évaluation plus approfondie des propriétés anti-inflammatoires de
L. farciminis a été conduite afin de valider dans la deuxiéeme partie de notre

travail le statut de probiotique de cette souche.

3. Réponses coliques au traitement par Lactobacillus farciminis

dans la colite induite par le TNBS

Nous avons recherché si les effets protecteurs d'un traitement par
L. farciminis vis-a-vis de la colite induite par le TNBS faisaient partie de ceux
partagés par la plupart des probiotiques, a savoir la normalisation de la flore
endogene, le renforcement de la barriére intestinale et la modulation du profil

des cytokines.

Nos résultats montrent qu'un traitement par ce lactobacille se traduit en
conditions inflammatoires par un rétablissement de [I'équilibre de la
microflore, une réduction de la translocation bactérienne, une diminution de
la perméabilité paracellulaire colique, une diminution de la production de
I'lL-1b et une augmentation de I'IL-10.

Nous avons également noté que ce traitement avait aussi un effet sur ces
paramétres en conditions basales. En effet, nous avons observé que
'administration journaliere de L. farciminis s’est traduite par une

augmentation de la population des lactobacilles au niveau du contenu
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colique, une diminution de la perméabilité paracellulaire colique et une
augmentation de [l'expression tissulaire de [I'IL-10. Par conséquent, on
pourrait envisager que l'effet anti-inflammatoire de L. farciminis résulte d’'un
renforcement préalable des défenses des barrieres microbiologique,
muqueuse et immunitaire de I'h6éte, qui serait alors plus résistant a
d’éventuelles agressions telles que celles occasionnées par l'instillation du
TNBS.

En conditions inflammatoires, la "normalisation” des populations
bactériennes s’est traduite par une diminution du nombre de bactéries Gram
négative aérobies et anaérobies au 4¢me jour de la colite induite par le TNBS.
Nous avons également noté dans ces conditions une réduction importante de
la translocation bactérienne. Ces parameétres ne sont pas systématiquement
évalués dans les études relatives a l'influence des probiotiques dans le
traitement ou la prévention de colite expérimentale. Cette évaluation nous est
apparue neécessaire dans la mesure ou l'inflammation transmurale
caractérisant la colite induite par le TNBS est le résultat de l'invasion
bactérienne de la muqueuse qui survient dans les 24 heures qui suivent le
challenge inflammatoire (Garcia-Lafuente et al., 1997). Toutefois, nous
n'‘avons pas entrepris d'étude cinétique qui aurait pu nous renseigner a la
fois sur le degré de l'invasion bactérienne de la muqueuse initiant la cascade
inflammatoire, et a partir de quel moment L. farciminis limite l'invasion et la
pullulation des bactéries entéroinvasives et/ou entéropathogenes. Nous
pouvons toutefois supposer que l'effet protecteur exercé par ce lactobacille
pourrait résulter (i) d’'une inhibition de la croissance des bactéries entérigues
potentiellement pathogenes par compétition du substrat nitrite ou a travers le
NO qu'il libére, connu pour ses propriétés microbicides, (ii) d’'une inhibition
de l'invasion bactérienne a travers la production de mucines extracellulaires
comme c'est le cas pour d’autres probiotiques (Mack et al., 1999 ; Mack et al.,

2003) et pouvant également impliquer le NO libéré (Brown et al., 1992).

Le renforcement de la barriére colique s'est traduit en conditions

inflammatoires par une diminution de l'augmentation de la perméabilité
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paracellulaire colique induite par l'instillation de TNBS chez les animaux
traités par L. farciminis. Nous avons également montré que cet effet est
partiellement reversé par la perfusion d’hémoglobine, mettant en évidence
I'implication du NO libéré par cette souche dans la diminution de la
permeéabilité colique. La rupture de l'intégrité de la barriere colique,
initialement induite par l'instillation du TNBS, est largement entretenue par
I'invasion bactérienne (Gardiner et al., 1993 ; Garcia-Lafuente et al., 1997).
Par conséquent, il aurait été intéressant de mener des études in vitro afin de
nous renseigner si ce traitement (i) prévient la diminution de la résistance
transépithéliale occasionnée par les bactéries entéropathogenes et/ou
entéroinvasives, (ii) prévient les modifications des protéines de jonction et du
cytosquelette induites par ces derniéeres, par exemple en évitant la
déphosphorylation et la redistribution de I'actine, de I'occludine et de la ZO-1
tel que c'est le cas pour d'autres probiotiques (Resta-Lenert & Barret, 2003 ;

Trivedi et al., 2003).

Le renforcement de la barriere immunitaire par le traitement de L. farciminis
dans la colite induite par le TNBS a été mis en évidence a travers la
diminution de la sécrétion de I'lL-1b et l'augmentation de la sécrétion de
I'IL-10 au niveau tissulaire. Cet effet immunomodulateur est une propriété
partagée par de nombreux probiotiques (Madsen et al., 2001 ; Schultz et al.,
2002 ; Konrad et al., 2003 ; MacCarthy et al., 2003). Compte tenu des
propriétés anti-inflammatoires de I'lL-10, nous pouvons supposer que cette
cytokine joue un réle dans l'effet protecteur observé lors du traitement par

L. farciminis. En effet, une administration par voie sous-cutanée d’IL-10
pendant les 5 jours qui suivent l'induction d’'une colite au TNBS se traduit
par une réduction de cette colite (Ribbons et al., 1997). Toutefois, nous ne
savons pas si la sécrétion de I'lL-10 que nous avons également observé en
conditions basales provient de la stimulation par L. farciminis des cellules
épithéliales ou des cellules immunitaires. En se basant sur d'autres études,
nous pouvons envisager qu'elle pourrait étre issue de la stimulation des
cellules dendritiques a l'instar d'autres probiotiques (Christensen et al., 2002;

Rigby et al., 2002 ; Drakes et al.,, 2004). Ainsi, I'implication des cellules
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Figure 23 : Synthese des hypotheéses d'action de Lactobacillus farciminis dans la
réduction de la sévérité de la colite induite par le TNBS
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dendritiques dans l'effet immunomodulateur de L. farciminis pourrait étre
envisagée au sens ou en favorisant la production de I'lL-10 par ces cellules,
L. farciminis pourrait favoriser l'induction des cellules T régulatrices
(Steinbrink et al., 1997 ; Steinbrink et al., 2002 ; Muller et al., 2002). Nous
pouvons également envisager que L. farciminis pourrait limiter la cascade
inflammatoire en diminuant I'expression des récepteurs CD14 et TLR4 a la
surface des cellules dendritiques, mais aussi de celle des neutrophiles, des
macrophages et des cellules épithéliales. En effet, une augmentation de
I'expression du TLR4 sur les cellules épithéliales a été observé au cours des
MICI (Cario & Podosky, 2000) et dans le modéle de colite induite par le DSS
chez la souris (Ortega-Cava et al., 2003). De plus, le TLR4 est impliqué dans
I'induction du stress oxydatif dans les neutrophiles en réponse au LPS
(Remer et al, 2003). L'effet immunomodulateur du traitement par
Lactobacillus farciminis pourrait alors étre le résultat d’'une action directe de
ce lactobacille sur les cellules épithéliales et immunitaires ou pourrait
s’effectuer via le NO qu'il libere. En effet, les donneurs de NO peuvent inhiber
I'expression de I'lL-12 et I'activation du NF-kB dans les cellules dendritiques
et les macrophages a travers la désactivation de la voie de signalisation des
TLRs (Xiong et al., 2004). Des études complémentaires mériteraient toutefois
d'étre entreprise afin (i) d'évaluer I'implication du NO libéré par cette souche
dans les effets sur la modulation du profil des cytokines, (ii) de caractériser

ces effets de maniére plus approfondie au moyen d'études in vitro.

L'ensemble des résultats de la deuxiéme partie de notre étude nous a permis
de montrer que Lactobacillus farciminis partage les mécanismes anti-
inflammatoires généralement attribués aux probiotiques. Ce constat renforce
son statut d'agent probiotique et ses potentialités thérapeutiques dans les
pathologies inflammatoires digestives. Ces derniéres étant généralement
associées a des modifications de la sensibilité viscérale, nous nous sommes
donc demandés si le traitement par cette souche bactérienne pouvait
également atténuer la douleur a une distension colo-rectale dans la colite
induite par le TNBS.
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4. Influence d'un traitement oral par Lactobacillus farciminis sur

~

I'hypersensibilité colo-rectale a la distension induite par une
colite au TNBS

Dans la derniere partie de notre travail, nous avons évalué les propriétés
anti-nociceptives de L. farciminis sur I'hypersensibilité viscérale d’origine
inflammatoire, associée a la colite au TNBS, en réponse a une distension

colo-rectale.

La réponse abdominale a une distension colo-rectale étant directement liée a
la perception de la douleur, les contractions abdominales sont de ce fait
utilisées en tant que critére de douleur en réponse a un stimulus nociceptif
(Ness et al., 1991).

En conditions physiologiques et en conditions inflammatoires le
traitement oral par L. farciminis s'est traduit par une diminution du nombre
de contractions abdominales en réponse a toutes les pressions de distension
appliguées montrant un effet analgésique de cette souche sur la sensibilité
viscérale basale et I'hypersensibilité viscérale d'origine inflammatoire. Ce
traitement agit en effet a la fois sur le seuil de sensibilité a une distension qui
est augmenté et sur l'intensité de la réponse nociceptive qui est diminuée.

Quatre jours aprés l'induction de la colite, une augmentation de la
douleur abdominale en réponse a toutes les pressions de distension a en effet
été observée chez les animaux traités par le TNBS. Par ailleurs, cette
hypersensibilité viscérale induite par le TNBS n’est pas associée avec un
changement du tonus de la paroi colique. Ces résultats sont en accord avec
ceux de la littérature concernant lI'abaissement du seuil de douleur sans
modification du tonus pariétal dans une colite induite par le TNBS (Morteau
et al.,, 1994). Cependant dans cette étude, l'instillation du TNBS par voie
intra-rectale a induit une allodynie rectale, refléetée par I'absence de
modification de la réponse nociceptive aux plus forts volume de distension, et
non une hypersensibilité colo-rectale comme nous avons pu l'observer dans

notre étude ou le TNBS a été administré voie intra-colique.
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Dans des conditions inflammatoires, les terminaisons nerveuses peuvent
étre lésées aussi bien dans le cas d'une colite expérimentale induite par le
TNBS chez le rat (Jacobson et al., 1995), que chez des patients atteints de la
maladie de Crohn (Dvorak et al.,, 1979). L’inflammation est en effet
responsable de modifications des fonctions nerveuses, incluant des
altérations des plexus myentériques ainsi qu'une hypertrophie et une
hyperplasie des fibres sensitives (Geboes et Collins, 1998). De plus, ces
modifications ne sont pas restreintes au site inflammatoire et ont également
été observées dans les zones non-enflammées chez des patients souffrant de
maladie de Crohn (Dvorak et al., 1979) suggérant une altération des réflexes
viscéro-viscéraux. Cependant, l'implication de l'altération de l'innervation
nitrergique dans le contrdle de la fonction sensitive digestive n’est pas encore
élucidée. A I'heure actuelle, tres peu de données relatives a I'évaluation de
I'effet du NO sur la douleur viscérale en général et sur I'hyperalgésie viscérale
d'origine inflammatoire en particulier n’est disponible dans la littérature.
Toutefois, il a été montré qu'en conditions basales un traitement par le SNP
réduit la réponse nociceptive a la distension gastrique chez le rat, évaluée par
la réponse cardio-vasculaire (Rouzade et al., 1999). Par ailleurs, I'implication
du NO dans I'hyperalgésie somatique d’origine inflammatoire a fait I'objet de
nombreux travaux lui attribuant pour la plupart un effet anti-nociceptif

(Ferreira et al., 1991 ; Fidecka & Lalewick, 1997).

Dans notre étude nous avons montré que l'effet anti-nociceptif exercé par le
traitement oral par L. farciminis, tant en conditions basales qu’en conditions
inflammatoires, était NO-dépendant. L'atténuation de la douleur induite par
une distension colo-rectale est en effet reversée par la perfusion en continu
d’hémoglobine. De méme, dans la premiére partie de ce travail nous avons
mis en évidence que l'effet du traitement par L. farciminis sur la diminution
de la permeéabilité colique était NO-dépendante. Récemment des travaux de
notre laboratoire ont montré une relation de cause a effet entre
I'augmentation de la perméabilité intestinale et I'augmentation de la réponse
abdominale induites par un stress aigu chez le rat (Ait Belgnaoui et al.,

2003). Par conséguent, nous pouvons supposer que l'effet analgésique que
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nous observons peut résulter en partie de l'effet du traitement par
L. farciminis sur la barriére intestinale a travers notamment le NO libéré par
cette souche. Toutefois, la diminution de l'intensité de la réponse nociceptive
ainsi que la diminution de la perméabilité coligue que nous observons en
conditions basales pourraient étre liées a la dose de L. farciminis administrée

qui s’avére plus importante que celle classiquement utilisée.

L'effet analgésique observé dans ce modele pourrait s'expliquer en grande
partie par l'effet anti-inflammatoire du traitement par L. farciminis. Il est en
effet maintenant clairement établi qu'aprés un endommagement local des
tissus, tel que l'on peut l'observer apres un challenge par le TNBS, la
libération de médiateurs inflammatoires déclenche la libération de
médiateurs algogenes au niveau des nerfs afférents et des cellules
immunitaires se traduisant in fine par une sensibilisation des terminaisons
des fibres afférentes nerveuses (Tracey & Walker, 1995), et dont résulte
'augmentation de la réponse aux stimuli douloureux (Bueno et Fioramonti,
1999). Les données chez I'animal montrent qu’en conditions inflammatoires
les mécanorécepteurs de bas et haut seuils de la paroi intestinale sont actives
par des faibles pressions intra-luminales qui n’entrainent pas de perception
de douleur en conditions basales (pour revue voir Bueno et al.,, 2000). Par
conséquent, les changements de la sensibilité viscérale observés dans le
modeéle de colite induite par le TNBS peuvent étre dus a l'activation des
nocicepteurs par des médiateurs pro-inflammatoires et/ou pro-nociceptifs
(Reeh, 1994). Le TNBS stimule en effet I'expression de nombreuses cytokines
et particulierement I'lL-1b qui peut agir directement sur les récepteurs
présents sur les neurones ou indirectement en stimulant la libération de
substances pro-nociceptives (Safieh-Garabedian et al., 1995). Il a été montré
que I'lL-1b sensibilise les nocicepteurs des afférences primaires et augmente
I'excitabilité des afférences sensorielles (Dray, 1995).

Dans notre étude, nous pouvons suggérer que l'effet anti-nociceptif du
traitement par Lactobacillus farciminis peut étre en relation avec la

diminution du niveau tissulaire de I'lL-1b.
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Par ailleurs, I'lL-10 peut également jouer un rbéle dans la régulation des
messages nociceptifs périphériques. Une diminution de I'lL-10 a été observee
dans notre étude chez les animaux ayant recu le TNBS. La diminution de
cette cytokine anti-inflammatoire a également été décrite chez des patients
soufrant de troubles fonctionnels intestinaux (TFIl) (Gonsalkorale et al., 2003),
caractérisés par une douleur viscérale associée a une hypersensibilité de la
paroi digestive a la distension (Whitehead et al., 1997). A linverse, les
prostatites chroniques et le syndrome de douleurs pelviennes chroniques
chez 'homme sont directement corrélés avec une augmentation de I'lL-10
dans le plasma séminal chez ces sujets (Miller et al., 2002). De méme, chez la
souris l'utilisation de modéles de douleur somatiqgue montre que les souris
sauvages sont plus sensibles a un stimulus thermique que les souris IL-10
déficientes (Tu et al.,, 2003). Ces données suggéerent que I'lL-10 endogene
contribue a augmenter la nociception. A lI'inverse, un effet anti-nociceptif de
I'IL-10 apporté de maniere exogene a été rapporté dans des modeles de
douleur somatique tels que I'’hyperalgésie induite par une endotoxine (Kanaan
et al., 1998) et I'allodynie induite par la dynorphine (Laughlin et al., 2000). De
méme, un preé-traitement par I'IlL-10 prévient de maniere dose-dépendante
I'hyperalgésie somatique induite par les UVB (Saadé et al., 2000). Dans ces
études, l'effet anti-nociceptif de I'lL-10 est directement corrélé avec une
diminution du niveau de I'lL-1b. Ces résultats montrent des différences entre
I'IL-10 endogéne et I'lL-10 exogene dans l'implication de cette cytokine dans
la perception de la douleur somatique et indiquent que les mécanismes
directs ou indirects de I'lL-10 dans la nociception sont complexes. Aussi, la
détermination du rdle de I'lL-10 endogéne et exogéne dans la douleur
viscérale demanderait de plus amples investigations. L'augmentation du
niveau tissulaire de IIL-10 que nous avons observé en conditions basales
pourrait expliquer lI'atténuation de la douleur induite par une distension colo-
rectale que nous avons observé aprés traitement par Lactobacillus farciminis.
De plus la restauration des niveaux proches des conditions basales de I'lL-10
tissulaire ainsi que la diminution de l'expression de I'lL-1b tissulaire que
nous avons observé en conditions inflammatoires sont également des

arguments plaidant en faveur de l'implication éventuelle de I'lL-10 dans la
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Hypothéses d'action : L. farciminis et douleur viscérale
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Figure 24 : Hypotheses d'action de Lactobacillus farciminis dans la modulation de
I'nypersensibilité colo-rectale a la distension induite par le TNBS.
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réduction de I'hypersensibilité colo-rectale induite par la colite au TNBS en

réponse a une distension.

Enfin, la colite induite par le TNBS est associée a des modifications de la
microflore se traduisant par une augmentation des espéces aéro-anaérobie
Gram négatif et plus particulierement des entérobactéries. Par ailleurs, il a
été montré qu’'une administration sous-cutanée de LPS induit un
abaissement du seuil de sensibilité a la distension colo-rectale (Coelho et al.,
2000). Par conséquent, nous pouvons émettre I'hypothése que
I'hypersensibilité viscérale induite par une distension colo-rectale que nous
avons observée dans la colite au TNBS peut étre liée aux modifications de la
microflore et donc a I'augmentation de la concentration en LPS luminal. Par
conséquent, l'effet analgésique exercé par le traitement par L. farciminis peut
également résulter de la diminution des populations bactériennes Gram
négatif de la microflore par cette souche via son action anti-bactérienne

pouvant impliquer les propriétés microbicides du NO libéré par cette souche.

L'ensemble des résultats de la troisiéme partie de ce travail montre qu'un
traitement par L. farciminis diminue I'hypersensibilité colo-rectale a une
distension induite par la colite au TNBS. Toutefois, un rdle anti-nociceptif
sensu stricto de ce traitement ne peut étre mis en évidence a cause de l'effet
anti-inflammatoire exercé par cette souche. L'atténuation de la douleur a une
distension observée en conditions basales ouvre cependant des perspectives
afin d'évaluer cette propriété sur d'autres modéles de douleur viscérale

d'origine non-inflammatoire.

5. Conclusion et perspectives

L’ensemble de ce travail montre que chez le rat le traitement par Lactobacillus
farciminis diminue la sévérité d’'une colite induite par le TNBS et atténue la

douleur a une distension colo-rectale qui lui est associée. De plus, il met en
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évidence un mécanisme d’action impliquant le NO libéré dans la lumiére
colique par cette souche.

Lactobacillus farciminis possédent des potentialités thérapeutiques
pouvant s’inscrire dans le traitement de certaines pathologies digestives
impliquant un dysfonctionnement des réponses immunes ou les bactéries de
la flore intestinale interviennent tel que c'est le cas dans le cadre des
maladies inflammatoires chroniques de l'intestin.

Lactobacillus farciminis pourrait également s’avérer prometteur dans le
traitement de pathologies digestives a caractéres "non-inflammatoire" ou
"micro-inflammatoire” tels que les troubles fonctionnels intestinaux (TFI) dont
les causes restent mal connues et les traitements décevants. L'extension du
potentiel thérapeutique d'un traitement par Lactobacillus farciminis vers les
TFI qui ne sont pas des pathologies graves mais des pathologies a forte
prévalence, est motivée par trois raisons majeures :

(i) I'hnypersensibilité viscérale est le dénominateur commun de ces
troubles,
(i) bien que le rbéle de la microflore ou de ses métabolites et leurs relations
avec les anomalies sensitives aient été tres peu étudiés, l'existence d'une
relation entre infection intestinale et TFI a été confirmée par plusieurs études.
Aussi, Lactobacillus farciminis en palliant notamment aux déficiences d'une
flore résidente mal équilibrée, pourrait prévenir l'apparition des TFI et la
douleur viscérale associée,
(iili) compte tenu de la relation de causalité entre l'augmentation de la
perméabilité intestinale et 'augmentation de la douleur viscérale réecemment
observée dans un modele de stress aigu chez le rat et du fait de
'augmentation de la perméabilité intestinale observée chez des patients
atteints de TFI d'origine post-infectieuse (Spiller et al., 2000). Ainsi,
Lactobacillus farciminis en renforcant la barriére intestinale pourrait prévenir

I'apparition de douleur viscérale chez ces sujets.
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Résumé

Les probiotiques sont définis comme des micro-organismes vivants dont l'ingestion exerce un
effet bénéfique sur la santé de I'héte. Certains présentent des propriétés immuno-
modulatrices et anti-inflammatoires au niveau intestinal chez l'animal et chez I'homme.
Toutefois les mécanismes d'action impliqués dans ces effets ne sont pas clairement établis.
Par dlleurs, la littérature attribue généralement un réle anti-inflammatoire au monoxyde
d’'azote (NO) exogene en particulier dans le cadre de l'inflammation des parties hautes du
tube digestif chez I'animal. L'hypothese de notre travail était qu’'un apport exogéne de NO
dans les parties basses du tube digestif pourrait réduire la sévérité d'une colite induite par
I'acide trinitrobenzéne sulfonique (TNBS) chez le rat. Aussi dans un premier temps nous
avons utilisé un donneur chimique du NO, le nitroprussiate de sodium, et mis en
évidence son rodle protecteur vis-a-vis de la colite expérimentale. Notre objectif étant
d'apporter du NO par une bactérie, nous avons choisi Lactobacillus farciminis et montré
tout d'abord sa capacité a produire du NO dans la lumiére colique in vivo. Nous avons
ensuite montré que ce lactobacille administré par voie orale réduisait la colite induite par
le TNBS et que cet effet anti-inflammatoire était NO-dépendant. De plus, ce traitement de la
colite s’est traduit par une diminution de I'expression de l'activité NO synthase inductible,
une modulation de la flore endogéne, une réduction de la translocation bactérienne, une
diminution de la perméabilité paracellulaire colique et une modulation du profil cytokinique
de la muqueuse colique. Enfin, nous avons montré qu'un traitement par L. farciminis
réduisait le nombre de contractions abdominales induites par une distension colo-rectale
sans modification du tonus musculaire, tant chez I'animal témoin que chez I'animal traité
par le TNBS a travers un mécanisme impliguant le NO.

L'ensemble de nos travaux montre que chez le rat le traitement par L. farciminis diminue la
sévérité d'une colite induite par le TNBS, ainsi que I'hyperalgésie viscérale d'origine
inflammatoire associée et mettent en évidence un mécanisme d'action impliquant le NO.

Lactobacillus farciminis a bacteria releasing nitric oxyde in the gut : a potential
therapeutic agent

Beneficials effects of probiotic treatments have been reported in experimental colitis as well
as in inflammatory bowel diseases in humans. However the mechanisms involved in the anti-
inflammatory action of these bacteria are not clearly established. On the other hand, a
protective action of exogenous nitric oxide (NO) has been suggested particularly in the upper
gut inflammation. We have showed that a chemical NO donnor, sodium nitroprusside,
improves trinitrobenzene sulphonic acid (TNBS)-induced colitis in rats. Our hypothesis was
that a bacteria able to release NO in the gut lumen can reduce the severity of the colitis
induced by TNBS and the visceral hyperalgesia associated in response to colo-rectal
distension. We have showed the ability of Lactobacillus farciminis to release NO in the colonic
lumen in vivo. Furthermore, L. farciminis given orally improves TNBS-induced colitis through
a mechanism of action involving NO delivered by this strain. In addition, the anti-
inflammatory action of L. farciminis involves also a normalization of colonic microflora, a
prevention of bacterial translocation, an enhancement of barrier integrity and a decrease of
pro-inflammatory cytokine mucosal level. Moreover, we have showed that L. farciminis
treatment reduces the number of abdominal contractions induced by colo-rectal distension in
control and colitic rats through a NO dependent mechanism of action.

Mots clés : Lactobacillus farciminis, monoxyde d'azote, inflammation, probiotique, douleur
viscérale

Discipline : Sciences Agronomiques

INRA - Unité de Neurogastroentérologie et Nutrition — 180 chemin de Tournefeuille —
31931 TOULOUSE




	Remerciements
	Tables des matières
	Liste des figures
	Liste des tableaux
	Liste des abréviations
	Avant-propos
	Partie 1 -
Données bibliographiques
	Chapitre 1 -
La microflore intestinale
	1. La colonisation
	2. La tolérance

	Chapitre 2 -
La réaction inflammatoire digestive
	1. Rôle de la microflore intestinale dans l'inflammation digestive
	1.1. Chez l’homme
	1.2. Chez l’animal
	1.3. Translocation bactérienne
	1.3.1. Les différentes étapes de la translocation bactérienne
	1.3.2. Les facteurs impliqués dans la translocation bactérienne


	2. Les cellules et les médiateurs de l’inflammation
	2.1. Les cellules de l’inflammation
	2.1.1. Les polynucléaires neutrophiles
	2.1.2. Les monocytes et macrophages
	2.1.3. Les mastocytes
	2.1.4. Les lymphocytes

	2.2. Les médiateurs de l’inflammation
	2.2.1. Les médiateurs lipidiques
	2.2.2. Les cytokines
	2.2.3. Les dérivés réactifs de l’oxygène

	2.3. Le monoxyde d’azote
	2.3.1. Synthèse du NO
	2.3.2. Expression et régulation des différentes NOS
	2.3.2.1. Les cNOS
	2.3.2.2. La iNOS

	2.3.3. La réactivité du NO
	2.3.4. NO et inflammation digestive
	2.3.4.1. NO endogène
	2.3.4.2. NO exogène


	2.4. Hypersensibilité viscérale d’origine inflammatoire
	2.4.1. Les médiateurs
	2.4.2. NO et l’hypersensibilité viscérale d’origine inflammatoire



	Chapitre 3 -
Les probiotiques
	1. Définitions
	2. Modalités d’utilisation
	3. Probiotiques et inflammation digestive
	3.1. Modulation de la flore endogène
	3.1.1. Effets anti-bactériens
	3.1.2. Effets sur l’adhésion et l’invasion des entéropathogènes

	3.2. Régulation de la barrière intestinale
	3.3. Effets des probiotiques sur la translocation bactérienne
	3.4. Immunomodulation
	3.4.1. Probiotiques et IgA
	3.4.2. Profils des cytokines


	4. Probiotiques et douleur viscérale
	5. Lactobacillus farciminis


	Partie 2 -
Objectifs et Résultats
	Objectifs de l'étude
	Résultats expérimentaux
	RESULTAT 1 - Le monoxyde d’azote libéré par Lactobacillus farciminis réduit la sévérité d'une colite induite par le TNBS chez le rat
	RESULTAT 2 - Réponses coliques au traitement par Lactobacillus farciminis dans la colite induite par le TNBS chez le rat
	RESULTAT 3 - Influence d’un traitement oral par Lactobacillus farciminis sur l’hypersensibilité colo-rectale induite par une colite au TNBS chez le rat

	Partie 3 - Discussion générale et perspectives
	1. Considérations méthodologiques
	2. NO exogène et colite induite parle TNBS
	3. Réponses coliques au traitement par Lactobacillus farciminis dans la colite induite par le TNBS
	4. Influence d'un traitement oral par Lactobacillus farciminis sur l'hypersensibilité colo-rectale à la distension induite par une colite au TNBS
	5. Conclusion et perspectives

	Partie 4 - Références Bibliographiques
	Résumé / Abstract



