Université du Québec
INRS-Institut Armand-Frappier

EVALUATION DU POTENTIEL IMMUNOMODULATEUR DE L’EPS ISOLE DE
LA SOUCHE LACTOBACILLUS KEFIRANOFACIENS INIX

Par
Antik Boudreau

Mémoire présenté pour I’obtention du grade de

Maitrise en sciences (M. Sc.) en microbiologie appliquée

Jury d’évaluation

Président du jury et  Francois Shareck
examinateur inteme  INRS-Institut Armand-F rappier

Examinateur externe  Lucie Lamontagne
Université de Montréal

Directeur de recherche  Claude Dupont
INRS-Institut Armand-Frappier

Droits réservés de Anik Boudreau, 2006




i
RESUME

La matrice polysaccharidique des grains de kéfir est composée de kéfiran, un
exopolysaccharide (EPS) majoritairement produit par la bactérie Lactobacillus
kefiranofaciens. La souche INIX de Lb. kefiranofaciens, isolée a partir de grains de kéfir
dans notre laboratoire, sécréte une grande quantité d’EPS. Le premier objectif des travaux
qui sont présentés dans ce mémoire est de définir la nature de I’EPS produit par la souche
INIX. Le deuxiéme objectif est d’évaluer le potentiel immunomodulateur de ’EPS, via le
profil de cytokines induites lors de tests de stimulation cellulaires in vitro et ex vivo, sur
une lignée de macrophage murin (RAW 264,7) ainsi que sur des splénocytes murins.
L’EPS a été soumis a différentes analyses afin de déterminer sa composition atomique, ses
liaisons glycosidiques (H-RMN) et la nature de ses sous-unités mono-saccharidiques
(HPLC). Les résultats obtenus ont mené a I’hypothése que I'EPS produit par INIX serait
un kéfiran mannosylé a environ 10%.

Afin de caractériser le potentiel immunomodulateur de I’EPS, il a été ajouté dans le milieu
de culture d’une lignée de macrophages murins (RAW 264,7) pendant 24 heures. L’EPS (1
et 10 pg/ml) n’a pas stimulé la transcription d’IL-1, une cytokine pro-inflammatoire,
contrairement au LPS (0,1 et 1 pg/ml), un contrdle positif de stimulation, qui a induit une
forte expression d’IL-1. D’autre part, I’EPS (50 pg/ml) a stimulé I’expression d’IL-12
chez les splénocytes murins, aprés 24 heures de stimulation, tout comme les contréles
positifs de stimulation (LPS 0,1pg/ml, ConA 5 pg/ml).

Par ailleurs, le gavage de souris BALB/C avec une solution d’EPS 1% pendant 10 jours
consécutifs a augmenté la synthése d’IL-18 dans I’iléon de ces mémes souris. L’IL-12 et
I'IL-18 sont deux cytokines, produites entre autres par des cellules du systéme immunitaire
(SI) inné, qui favorisent la différenciation des lymphocytes T CD4" en cellules Tyl. Afin
de vérifier si I’effet de I’EPS d’INIX était systémique, les splénocytes des souris gavées ont
éte mis en culture et 3 cytokines ont été quantifiées par ELISA aprés 24 et 48 heures de
stimulation en présence d’IL-2 (5 ng/ml) et de ConA (5 ug/ml). Les splénocytes isolés de
souris gavées & I'EPS sécrétent moins d’IL-4, d’IL-10 et d’IFN-y murin que les splénocytes

isolés de souris gavées a I’eau.
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I est donc proposé que I’EPS, en activant le SI inné de fagon non spécifique (production
d’IL-12 et d’IL-18), favorise un profil de différenciation Tyl. Cette hypothése est
renforcée par le fait que les splénocytes isolés de souris gavées a I’EPS sécrétent moins
d’IL-4 et d’IL-10 que ceux isolés de souris gavées a ’eau. En effet, ces deux cytokines
induisent la différenciation des lymphocytes CD4™ vers un profil Tu2 et elles sont de plus
sécrétées par les cellules Ty2 différenciées. Etant donné que I'EPS ne fait qu’amorcer le
processus de différenciation, il est normal que la production d’IFN-y n’ait pas été
augmentée, car c’est une cytokine sécrétée en situation inflammatoire par les cellules Tyl
différenciées.

Certaines expériences sont finalement proposées pour confirmer que I’'EPS d’INIX peut
effectivement amorcer la différenciation vers un profil Tyl, ainsi que certaines perspectives

d’application d’un tel produit dans I’industrie.

Anik Boudreau Claud/e/ Dupont //
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INTRODUCTION

Les EPS produits par les bactéries lactiques (LAB) forment une classe de
composés aux fonctionnalités multiples, qui sont utilisés dans divers domaines de
I'industrie alimentaire et pharmaceutique, pour ne nommer que ceux-li. Les EPS
contribuent en effet 2 améliorer la texture et les perceptions gustatives des denrées
comestibles, grice a leurs qualités rhéologiques, qui les rendent attrayants pour servir de
substituts de matiéres grasses, d’agents épaississeurs et stabilisateurs, de gélifiants,

d’émulsifiants, d’inhibiteurs de synérése ou méme de denrées alimentaires.

De plus, certains EPS synthétisés par les LAB apporteraient des effets santé
bénéfiques lorsqu’ils sont utilisés comme prébiotiques ou comme additifs pour rendre un
aliment fonctionnel. Il est probable que ces effets positifs soient entre autres attribuables
au potentiel immunomodulateur des EPS, c’est-d-dire & leur capacité d’interagir
directement ou indirectement avec le systéme immunitaire (SI), pour stimuler ou inhiber

certains aspects spécifiques de la réponse de I’héte.

Les grains de kéfir sont composés d’un consortium symbiotique de LAB, de
bactéries acétiques et de levures, fermement imbriqué dans une matrice
polysaccharidique visqueuse. Cette matrice est composée majoritairement de kéfiran, un
EPS dont la sécrétion est attribuable en grande partie a la bactérie lactique Lb.
kefiranofaciens. Les pays d’Europe de I’Est conférent aux grains de kéfir des allégations
santé depuis des centaines d’années. Récemment, différentes équipes de recherche ont
rapporté certaines évidences concemant le potentiel immunomodulateur des grains de
kéfir et du kéfiran. C’est pourquoi I’objet principal des recherches présentées dans ce
mémoire est ’évaluation du potentiel immunomodulateur de I'EPS produit par la souche
INIX de Lb. kefiranofaciens. Cette souche est isolée de grains de kéfir et elle sécréte
I’EPS en grandes quantités. Il est proposé que I’EPS produit par INIX est du kéfiran ou

s’y apparente, et qu’il ait donc la possibilité de moduler le SL



Avant d’analyser le potentiel immunomodulateur de I’EPS, il est important
d’établir une méthode de production et de purification efficace de I’EPS, suivie d’une
caractérisation physique et chimique. Pour ce faire, différentes méthodes de purification
seront évaluées et la composition de I’EPS produit sera ensuite déterminée par un dosage
des sucres (Dubois). un dosage protéique (Lowry), un fractionnement par poids
moléculaire, une analyse élémentaire, une analyse des sous-unités monosaccharidiques

(HPLC) et finalement. une analyse des liaisons glycosidiques (H-RMN).

Afin de caractériser le potentiel de I’EPS, des expériences de stimulation seront
réalisées sur des cellules immunocompétentes, d’abord in vitro sur une lignée de
macrophages murins ¢t sur une culture primaire de splénocytes. Ensuite ex vivo, sur des
splénocytes isolés de souris BALB/C préalablement gavées pendant 10 jours consécutifs
avec une solution composée soit d’eau (contrdle négatif de stimulation), soit de B-glucan
1% poids/volume (p/v) (contrdle positif de stimulation), soit d’EPS 1% (p/v). Pour
déterminer la nature ymmunomodulatrice de I’EPS, le niveau d’expression de certaines
cytokines sera évalué par une réaction de RT-PCR, tandis que d’autres cytokines seront
quantifiées par ELISA dans les surnageants de culture. Les cytokines qui favorisent un
profil de différenciation Tyl et Tu2, ainsi que les cytokines sécrétées par ces deux types
cellulaires seront analysées afin d’évaluer si I'EPS favorise I’engagement dans un profil
plutdt qu’un autre. Ainsi, les cytokines suivantes seront analysées, soit I’'IL-1, I’'TL-4,

I'IL-10, 'IL-12, I'TIL-18 et 'IFN-y.



CHAPITRE 1 : REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

1. Les exopolysaccharides

1.1 Composition chimique

Les propriétés intrinséques des polysaccharides sont entre autres définies par leur
charge, leur poids moléculaire, leur rigidité, leurs chaines latérales ainsi que par la nature
des sous unités monosaccharidiques qui les composent et les liaisons qui unissent ces
sous unités (Jolly, Vincent et al. 2002). Chez la bactérie, ils sont majoritairement utilisés
pour I’élaboration de la paroi cellulaire et la capsule, lorsqu’il y en a une. On nomme les
polysaccharides structuraux attachés de fagon permanente 4 la capsule des
polysaccharides capsulaires, alors que les polysaccharides sécrétés dans le milieu, sous la
forme d’une couche visqueuse et indépendante de la paroi et de la capsule, sont appelés
exopolysaccharides (EPS) (Cerning 1990). Toutefois, certains auteurs parlent d’EPS
comme étant un regroupement de ces deux familles (De Vuyst et Degeest 1999).

Il existe deux groupes d’EPS qui différent de par leur composition, i.e. les
homopolysaccharides et les hétéropolysaccharides. Les homopolysaccharides sont des
polyméres composés d’un seul type de résidus monosaccharidiques répétés, qui sont
reliés par des liaisons homogénes ou variées. Par exemple, le dextran et le mutan sont
deux a-glucans dont la chaine principale est respectivement formée de liaisons a-(1-6) et
a~(1-3). Ces deux monopolysaccharides comportent des ramifications de branchement en
position 2, 3 ou 4. Le B-glucan est aussi un monopolysaccharide de glucose, mais ses
sous unités sont reliées par des liaisons B-(1,3), B-(1,4) ou B-(1,6), tout dépendant de

I’organisme producteur.



Quant aux hétéropolysaccharides, ce sont des polyméres formés par la répétition
d’un oligosaccharide, composé de trois a sept résidus qui contient au moins deux résidus
de nature différente. Cet oligosaccharide est répété un nombre variable de fois, ce qui
permet I’obtention de chaines qui peuvent atteindre plus d’un million de daltons (Ceming

1990). Le kéfiran, un glucogalactane ramifié, est un exemple d’hétéropolysaccharide.

1.2 Caractéristiques fonctionnelles des EPS

1.2.1 Utilités pour la bactérie productrice

Les polysaccharides membranaires sont reconnus pour jouer plusieurs rdles
importants chez les bactéries comme 1’attachement, la reconnaissance cellulaire via des
lectines, la virulence, la formation de biofilms et la résistance au stress (De Vuyst et
Degeest 1999). Cela souléve la question du rdle encore obscur que les polysaccharides
sécrétés dans le milieu pourraient exercer, car ils sont coiiteux en énergie & produire.
Certaines hypothéses ont été postulées. Pham e al. postulent que les EPS synthétisés par
les bactéries lactiques (LAB) sont davantage des produits mineurs déviés de la glycolyse
que des métabolites secondaires (Pham, Dupont et al. 2000). Dans la plupart des
environnements naturels, le style de vie prédominant des micro-organismes est de
s’associer avec une surface en formant des biofilms. Les EPS pourraient donc ainsi
permettre de coloniser des niches écologiques. Les EPS pourraient aussi étre un moyen
de défense des LAB contre les phages, car ils en préviendraient I’adsorption (Lamothe,
Jolly et al. 2002). Iis protégeraient aussi les bactéries contre la prédation par les
protozoaires, dessiccation, la phagocytose, les antibiotiques et les composés toxiques et
antimicrobiens comme les ions métalliques, le dioxyde de soufre, le cuivre, I’éthanol et la
nisine (De Vuyst et Degeest 1999; Looijesteijn, Trapet et al. 2001). Finalement, il est peu
probable que les EPS servent de réserve de nourriture, car la plupart des LAB ne
possédent pas les enzymes pour métaboliser les EPS qu’ils produisent (De Vuyst et
Degeest 1999). 1l existe bien siir quelques exceptions, comme Lactobacillus rhamnosus,
qui produit des glycohydrolases pour dégrader ses propres EPS afin d’en diminuer la

concentration en phase stationnaire (Pham, Dupont et al. 2000).



1.2.2 Utilités pour Phomme

1.2.2.1 Utilités industrielles

Les exopolysaccharides sont généralement des polyméres stables, non toxiques,
hydrophiles, gélifiant et biodégradables (Sinha et Kumria 2001). Toutes ces
caractéristiques leurs ont permis d’occuper une grande importance dans le domaine
alimentaire; ils peuvent étre soit endogenes (présents dans la membrane ou la paroi des
micro-organismes présents dans la nourriture), soit étre produits in situ (ex : produits
laitiers fermentés par des LAB) ou encore ajoutés en tant qu’additif pour leurs propriétés
rhéologiques (EPS 10).

Il existe une variété de polysaccharides couramment utilisés dans I’industrie de
I’alimentation comme additifs, qui sont produits par les plantes (cellulose, pectine,
amidon (Van Calsteren, Pau-Roblot et al. 2002), gomme de caroube et de guar (De Vuyst
et Degeest 1999)), les algues (agar, alginate, carragénine) et les bactéries (dextran, gellan,
pullulane, xanthane) (Sutherland 1998). 1I faut toutefois noter que la plupart de ces
polysaccharides sont rnodifiés chimiquement avant d’étre ajoutés comme additif.

Ce sont les propriétés rhéologiques trés intéressantes des EPS qui sont a I’origine
de leur utilisation si répandue dans I’industrie alimentaire. Effectivement, ils peuvent
servir de substituts de matiéres grasses, d’agent épaississeur et stabilisateur, de gélifiant,
d’émulsifiant, d’inhibiteur de synérése ou encore de denrées alimentaires en soi (De
Vuyst et Degeest 1999). Les EPS contribuent donc & améliorer la texture et les
perceptions gustatives des denrées comestibles.

Par ailleurs, Iutilisation des polysaccharides est loin d’étre exclusive a
I’alimentation. En effet, I’industrie pharmaceutique, biomédical, métallurgique et

pétrolifére les exploitent également (Ceming 1990).



1.2.2.2 Allégations santé

Certains EPS synthétisés par les LAB apporteraient des effets santé bénéfiques
lorsqu’ils sont utilisés comme additif alimentaire fonctionnel (Jolly, Vincent et al. 2002),
ie. un supplément qui, lorsqu’il est ajouté a un aliment, procure des bienfaits
physiologiques et (ou) réduit le risque de maladies chroniques au-deld des fonctions
nutritionnelles de base (définition d’Agriculture et Agroalimentaire Canada (AAC) en
2002). Par exemple, certains EPS peuvent étre transformés par la microflore du célon en
acides gras a courtes chaines (SCFA: Short Chain Fatty Acids), qui procurent de
I’énergie aux cellules épithéliales du célon, et qui pourraient méme exercer un effet
protecteur contre le cancer colorectal (Roberfroid 2005). Les EPS qui ne subissent pas de
dégradation pourraient aussi conférer une certaine protection contre le cancer colorectal,
en augmentant le volume des féces ou en absorbant spécifiquement les produits
cancérogénes (Topping et Illman 1986).

Plusieurs EPS sont également étudiés pour leur caractére prébiotique, i.e. un
composé non digestible par I’homme, mais qui peut affecter avantageusement sa santé en
stimulant sélectivement la croissance ou I’activité de sa microflore (Gibson, Beatty et al.
1995). Les prébiotiques sur lesquels le plus d’effort et d’attention sont portés
actuellement sont des oligosaccharides indigestibles contenant certains des
monosaccharides suivants : glucose, galactose, fructose, mannose et xylose. Une récente
étude sur le sujet mentionne que pour qu’un produit soit considéré comme prébiotique, il
doit étre consommé a 4 g/jour (Gibson 1998). Certains prébiotiques stimulent la
production de butyrate par la microflore bactérienne. Ce produit favorise le maintien de
I’intégrité mucosale en fournissant de I’énergie a la flore microbienne intestinale, en
stimulant la maturation et la régénération de I’épithélium et en exergant un effet
antitumoral (Le Blay, Michel et al. 1999). Les fructo-oligosaccharides (FOS) figurent
parmi les oligosaccharides indigestibles les plus étudiés, car en plus de stimuler la
production de butyrate, ils induisent aussi la synthése de SCFA, ce qui favorise le
développement des LAB et augmente conséquemment la concentration d’acide lactique
(Le Blay, Michel et al. 2003). L’acide lactique produit par les LAB diminue le pH du

milieu, ce qui leur confére un avantage compétitif par rapport aux micro-organismes



pathogénes présents dans le tube digestif, car elles sont adaptées aux milieux acides. En
tant que substrat des 1.AB, les prébiotiques stimulent donc I’acidification du milieu. Les
LAB peuvent également sécréter de I’acide acétique, du dioxyde de carbone, du peroxyde
d’hydrogéne, de 1’éthanol, du diacétyle et des bactériocines qui pourraient étre bénéfiques
pour I’hdte, car ces composés préviendraient les désordres gastro-intestinaux et les

infections vaginales (Zamfir, Callewaert et al. 1999, Messens et De 2002; Jamuna et

Jeevaratnam 2004).

1.2.2.3 Potentiel immunomodulateur des EPS

Un immunomodulateur est un composé capable d’interagir directement ou
indirectement avec le systéme immunitaire (SI) pour stimuler ou inhiber certains aspects
spécifiques de la réponse de I’hdte. De nombreux facteurs influencent I’impact
stimulateur ou inhibiteur qu’un immunomodulateur exerce sur le SI. En effet, la dose, la
voie et le moment d’administration, le mécanisme d’action du composé et le site de ce
mécanisme sont autant de facteurs qui peuvent influencer I’incidence d’une telle molécule
(Tzianabos 2000).

Dans les derniéres années, différentes équipes de recherche ont rapporté que
certains polysaccharides exerceraient un effet immunomodulateur sur les lymphocytes T
et les cellules présentatrices d’antigénes, comme les monocytes et les macrophages
(Tzianabos 2000). Hosono, Tanabe et al. (2003) rapportent que les FOS, un prébiotique
administré oralement a des souris BALB/C pendant 6 semaines induisent
I’immunorégulation des plaques de Peyer en stimulant la production d’immunoglobulines
A sécrétoires (IgAs) et en stimulant la production de cytokines dont 'TFN-y. Ruiz-Bravo
et al. (2001) ont montré que I'EPS isolé du bacille Paenibacillus jamilae CP-7,
administré par voie intra péritonéale (i.p.), améliore la résistance des souris BALB/C a
Listeria monocytogenes. 1ls proposent une piste de mécanisme d’action qui passerait par
I’augmentation de la prolifération lymphocytaire, qu’ils ont confirmée in vitro (Ruiz-
Bravo, Jimenez-Valera et al. 2001). La prolifération des splénocytes en culture a aussi

été rapportée entre autres par Duan, Qiao et al. en 2001 avec quatre polysaccharides isolés



de la plante Lycium barbarum et par Chen, Li et al. en 2003 avec deux polysaccharides
isolés des herbes chinoises astragale et achyranthe.

Il a également été prouvé que Lb. rhamnosus sécréte un polysaccharide qui
stimule D’expression de certaines cytokines par les splénocytes et les cellules
mononuclées du sang périphérique (PBMC) (Chabot, Yu et al. 2001). De plus, Nakajima
H. et al. ont montré que I’EPS produit par une autre espéce de Lactobacillus, soit Lb.
lactis subsp. cremoris SBT 0495, augmente la réponse humorale lors de I'immunisation
de souris (Nakajima, Toba et al. 1995).

Par ailleurs, plusieurs études ont été effectuées sur le polysaccharide isolé de la
plante Aloés vera, I'acemannan. Ce polysaccharide semble stimuler I’activité des
macrophages en augmentant leur production d’oxyde nitrique (NO) et de cytokines

comme Dinterleukine 6 (IL-6) et le facteur o nécrosant des tumeurs (TNF-o)

(Ramamoorthy, Kemp et al. 1996; Zhang et Tizard 1996).

1.2.2.3.1 Les B-glucan

Les B-glucans sont des homopolyméres de glucose reliés par des liaisons 3 et
synthétisés par les champignons et les levures. Plusieurs groupes de recherche ont
démontré le pouvoir immunostimulant de cette grande famille de polysaccharides. Par
exemple, le B-(1,4)-D-glucan branché avec des résidus glucosyl (AC-1), un EPS produit
par Acetobacter xylinum, induit la production de TNF-a et de la sous-unité p40 de I'TL-12
par les macrophages stimulés in vitro, via ’engagement du récepteur TLR4 (Toll Like
Receptor 4). L’administration orale d’AC-1 a des souris, deux jours avant et deux jours
aprés I’inoculation i.p. de Listeria monocytogenes, augmente le taux de survie de ces
souris et retarde la croissance bactérienne de fagon significative. De plus, ’AC-1
augmente les taux sénique de la sous-unité p40 de I’TL-12 ainsi que la réponse CD4™ Tyl
et CD8" Tcl contre Listeria monocytogenes. Donc AC-1 pourrait prévenir le processus
infectieux en stimulant la production d’IL-12, via TLR4, ce qui stimule la réponse Tyl,

dirigée contre les micro-organismes intracellulaires (Li, Yajima et al. 2004).



De plus, I’'administration orale de B-(1,3)-(1,4)-glucan isolé de I’avoine semble
augmenter Iactivité antivirale des macrophages, ce qui explique la diminution de la
mortalité de souris infectées par injection intranasale a I’herpes simplex virus de type 1
(HSV-1) (Davis, Murphy et al. 2004). La méme équipe de recherche a également fait
ressortir que le B-glucan isolé de I’avoine diminue I’étendue des métastases suite a
I’injection intra veineuse (i.v.) d’une lignée cellulaire tumorale (B16), probablement en
augmentant la cytotoxicité des macrophages. Un autre groupe de recherche travaillant
également sur le B-(1,3)-(1,4)-glucan isolé de I'avoine a constaté qu’il augmente la
résistance aux infections causées par Staphylococcus chez la souris, en augmentant encore
une fois le pouvoir phagocytaire des macrophages et le nombre de splénocytes
producteurs d’IFN-y (Yun, Estrada et al. 2003).

Par ailleurs, Inoue, Kodama et al. (2002) ont étudié un B-glucan extrait du
champignon Grifola frondosa. 1ls ont mis en évidence que cet EPS exerce une activité
antitumorale, en plus de stimuler I'immunité cellulaire, en diminuant I’activation des
lymphocytes B et en potentialisant I’activation des lymphocytes Tn. Ce B-glucan
augmente aussi la production d’IFN~y, d’IL-18 et de la sous-unité p70 de I'IL-12 par les
splénocytes et les ganglions lymphatiques, en plus de supprimer I’expression d’IL-4. Ces
résultats suggérent donc ’induction d’une réponse Tul, ce qui corrobore I’induction de
’immunité cellulaire et permet d’expliquer le potentiel anti-tumoral du [-glucan.
Effectivement, il empéche le développement du carcinome, dont la population dominante
est de type Tu2, en favorisant une réponse de type Tul. De plus, plusieurs groupes de
recherches japonais ont fait des études cliniques et animales sur le schizophyllan (SPG),
un autre EPS fongique, produit par Schizophyllum commune Fries. Toutes ces recherches
semblent démontrer que le SPG stimulerait la production de certaines cytokines dont
I'IFN-y et I'IL-2 par des leucocytes en culture (Sakagami, Mizoguchi et al. 1988;
Kakumu, Ishikawa et al. 1991) en plus d’exercer un effet synergique bénéfice dans
plusieurs cancers dont le carcinome cervical (Miyazaki, Mizutani et al. 1995), le cancer
du cdlon (Fujimoto, Furue et al. 1991) et le carcinome squameux (Arika, Amemiya et al.

1992; Nakano, Oka et al. 1996).



10

La famille des B-(1,3)-glucans, isolés des champignons et levures, possede un
pouvoir anti-infectieux trés large, probablement grice a ses propriétés
immunomodulatrices (Bleicher et Mackin 1995; Williams, Mueller et al. 1998). Plusieurs
ont démontré que ces polysaccharides se lient aux récepteurs de surface des leucocytes et
qu’ils peuvent ainsi stimuler toute une gamme de réponses immunitaires, incluant la
sécrétion de cytokines (Doita, Rasmussen et al. 1991), la génération de molécules
oxydatives et de NO (Sakurai, Kaise et al. 1997).

Les B-glucans peuvent lier le récepteur du complément de type 3 (CR3 : CD11b-
CD18), plus particuliérement & la région C-terminale du CD11b qui compose le CR3.
Cette liaison sensibilise la cellule qui porte le CR3, ce qui lui permet d’effectuer une
dégranulation cytotoxique efficace, lorsque le CR3, via le domaine I dans la portion N-
terminale du CD11b, se liera au Ci3b (Ross 2000). L’engagement du CR3 par Ci3b méne
a P’activation d’un mécanisme anti-tumoral efficace, soit la cytotoxicité dépendante du
complément (CDC) par dégranulation, mais seulement lorsque CR3 a préalablement été
sensibilisé, par exemple par le B-glucan. Les cellules tumorales sont souvent recouvertes
de Ci3b, mais ce n’est pas suffisant pour entrainer leur destruction (Vetvicka, Thomton et
al. 1996; Xia, Vetvicka et al. 1999). Par contre, il a été établi que le B-(1,3)-(1,4)-glucan
isolé de I’orge, administré oralement en combinaison avec le rituximab 7.v., un anticorps
qui reconnait le CD20 a la surface de certaines tumeurs, empéche la croissance de
lymphome sous-cutané non-Hodgkinien, probablement via I’activité adjuvante du B-
glucan qui permet I’activation du CDC (Modak, Koehne et al. 2005). Le méme groupe
de recherche a également démontré I’effet synergique du B-glucan avec toute une gamme
d’anticorps anti-tumoraux utilisés dans le traitement de différentes tumeurs (Cheung et
Modak 2002; Cheung, Modak et al. 2002). Un autre groupe de recherche a également
montré que le lentinan (LNT), un B-(1,3)-glucan branché en B-(1,6) isolé du champignon
Lentinula edodes, pouvait annuler la prédominance des cellules Ty2 impliquées dans le
cancer du systeme digestif en favorisant une réponse Tyl. Ils concluent que I’injection
i.v. de 2 mg de LNT 3x/semaine peut rétablir une balance adéquate Tyl / T2 (Yoshino,
Tabata et al. 2000). D’ailleurs, certains croient que le pouvoir antitumoral des B-glucans

serait dii a la présence de liaisons de branchement en position 1-6 (Wasser 2002).
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1.3 Synthése et dégradation

La synthése des exopolysaccharides par les bactéries lactiques n’est pas toujours couplée
3 la croissance bactérienne de la méme fagon. Par exemple, les LAB thermophiles
produisent majoritairement leur EPS lors de leur phase exponentielle de croissance. Par
contre, les bactéries mésophiles sécrétent généralement davantage d’EPS lorsque les
conditions deviennent moins favorables, donc lors de leur phase stationnaire (De Vuyst et
Degeest 1999). Les génes responsables de la synthese des EPS sont habituellement
retrouvés sur un plasmide chez les LAB mésophiles, tandis qu’ils sont d’origine
chromosomique chez les LAB thermophiles. La production d’EPS par une bactérie
lactique est une caractéristique instable qui peut se perdre & travers les générations
(Cerning 1990).

1 existe une trés grande variabilité dans la susceptibilité 4 la dégradation pour les EPS. 1l
a été montré que les EPS synthétisés par certaines LAB (S. thermophilus Sfi 39 et Sfi 12)
sont assez facilement dégradables, étant donné que leur structure répétitive ne contient
qu’un seul résidu branché, soit un beta-galactosyl. Par contre, les EPS produits par
d’autres LAB (Lb. lactis ssp. cremoris B40, Lb. sakei 0-1, S. thermophilus SFi20 et Lb.
helveticus Lh59) sont difficilement dégradables, car leur structure contient deux résidus
branchés, un chargé et l'autre non. La double substitution diminue grandement

I’accessibilité des enzymes digestives aux EPS (Sutherland 1998).
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2. Lb. kefiranofaciens

Lb. kefiranofaciens est le principal producteur de kéfiran dans les grains de kéfir
(Frengova, Simova et al. 2002). Cette souche bactérienne a été isolée pour la premiére
fois par Fujisawa, Adachi et al. en 1988 et par la suite décrite par Arihara, Toba et al. en
1990. C’est une bacterie Gram + en forme de bitonnet rugueux moyen-long, encapsulée,
anaérobie facultative, non mobile, catalase négative, qui ne forme pas de spore et qui
mesure 0,4-1,0 pm par 3,5-20 pm. Aprés une croissance de dix jours sur gélose, les
colonies sont rugueuses, visqueuses, ont un diamétre de 4,0 mm et sont d’un blanc
translucide. Sa température de croissance optimale se situe entre 30-37°C et sa
croissance est inhibée en dessous de 15°C et au-dessus de 45°C (Arihara, Toba et al.
1990).

De part son produit principal de fermentation, Lb. kefiranofaciens est une bactérie
homofermentaire appartenant aux LAB, qui se caractérisent par leur capacité a convertir
plusieurs sources de carbone en acide lactique (Cerning 1990). Lb. kefiranofaciens peut
fermenter le glucose, le galactose, le mannose, le fructose, le maltose, le lactose, le
melibiose, le sucrose et le raffinose, mais pas l’arabinose, le xylose, le ribose, le
rhamnose, la cellobiose, le tréhalose, le mélézitose, le mannitol, le sorbitol, I’esculine,
I’amygdaline et la salicine (Arihara, Toba et al. 1990). Les LAB peuvent également
convertir une certaine proportion de leur source de carbone en exopolysaccharides

(Cerning 1990).

Les bactéries lactiques sont depuis longtemps utilisées dans I’alimentation.
Effectivement, elles peuvent servir de préservatif grice a I'acidification du milieu que
leur métabolisme entraine, inhibant ainsi la croissance de micro-organismes
contaminants. Les LAB sont reconnues, ainsi que les produits qu’elles synthétisent pour
étre généralement sécuritaires (GRAS, generally recognized as safe). Certaines
pourraient également stimuler les fonctions de la barriére immunitaire (Salminen, Bouley

etal. 1998).
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3. Grains de kéfir

Les grains de kéfir sont composés d’un consortium symbiotique de bactéries
lactiques (LAB), de bactéries acétiques et de levures, fermement imbriqués dans une
matrice polysaccharidique visqueuse (Rimada et Abraham 2001; Frengova, Simova et al.
2002). La nature de la microflore ainsi que la proportion de ses composantes varient en
fonction de la zone géographique d’isolement des grains. Historiquement, les premiers
grains de kéfir auraient été isolés dans la région des montagnes caucasiennes, qui s’étend
de la mer Noire a la mer Caspienne (Rodrigues, Carvalho et al. 2005). En moyenne, les
grains ont un diamétre qui varie entre 0,1 et 4 cm, une forme irréguliére rappelant le
chou-fleur et un aspect gélatineux et blanchitre (Rimada et Abraham 2001);(Arihara,
Toba et al. 1990). La matrice formant la structure des grains de kéfir est composée de
kéfiran, un glucogalactane branché et soluble, contenant un rapport de D (+) glucose et de
D (+) galactose de 1 : 1,22. Le kéfiran représente au moins 24% du poids sec des grains
(Micheli, Uccelletti et al. 1999). Cet hétéropolysaccharide a été isolé et décrit pour la
premiére fois par La Riviére et Kooiman en 1967. Les interactions des micro-
organismes, autant entre eux qu’avec la matrice, créer un microenvironnement qui est
essentiel & la propagation des grains (Simova, Beshkova et al. 2002).

On retrouve plus de 40 espéces différentes de LAB dans les grains de kéfir, dont
les principales appartiennent au genre Lactobacillus, Lactococcus et Streptococcus. Les
LAB représentent de 83-90% de la microflore de ces grains et les levures 10-17%. La
microflore active des grains de kéfir est mise a profit dans le domaine alimentaire pour
fermenter une variété de produits, dont le plus répandu est le kéfir. L’ardme et de la
saveur de ce yogourt acide, pétillant et trés légérement alcoolisé sont majoritairement
conférés par les levures et non par les bactéries, comme ceux de tous les aliments issus de

la fermentation des grains de kéfir d’ailleurs (Simova, Beshkova et al. 2002).
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Des allégations santé sont conférées au kéfir et 2 ses grains depuis des milliers
d’années, surtout en Russie, en Asie et en Europe. Malheureusement, la majorité des
