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RESUME

Les aliments fonctionnels et nutraceutiques occupent une place de plus en
plus importante dans I’opinion publique quant & leurs bienfaits potentiels sur la
santé. De nombreuses recherches ont démontré les effets de ces produits dans Ia
prévention et le traitement de diverses pathologies. La Matrice Protéique
Malléable (MPM) est développée a partir de lactosérum fermenté par une souche
probiotique, Lactobacillus kefiranofaciens subsp. R2C2. La MPM ainsi obtenue
est riche en bactéries lactiques, en protéines et peptides de lactosérum générés au
cours de la fermentation ainsi qu’en calcium et vitamines. Tous ces constituants
possédent des effets bénéfiques démontrés sur le systtme immunitaire et les
maladies inflammatoires. Par conséquent, I’hypothese de recherche suivante a été
envisagée, soit que la MPM possederait des effets immunomodulateurs et/ou anti-

inflammatoires.

Dans un premier temps, il a été démontré que la MPM stimule
essentiellement I’'immunité innée en favorisant la production de
polymorphonucléaires sanguins et de certaines cytokines. Elle posseéde également
des activités antioxidantes via la production de glutathion par les leucocytes. De
plus, il a été démontré que cette immunomodulation ne résulte pas d’une réaction
indésirable contre la MPM puisqu’ il y a absence de production d’IgE et
d’anticorps spécifiques a la MPM. Dans I’objectif de s’assurer que la stimulation
de I'immunité innée par la MPM ne meéne a aucun effet néfaste en situation
inflammatoire, un modele animal d’inflammation systémique a été utilis€. Dans
ce modele de dermatite de contact, la MPM posséde un effet anti-inflammatoire
comparable a celui d’un traitement & I’hydrocortisone oral. De plus, ce potentiel
anti-inflammatoire de la MPM n’induit aucun des effets secondaires généralement

associé a un traitement d’hydrocortisone suggérant un mécanisme d’action

différent.
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Par la suite, diverses expériences ont été réalisées dans le but d’obtenir des
indications sur les mécanismes d’action de la MPM. Dans le modéle de dermatite
de contact, il a été démontré que la MPM inhibe I’extravasation des neutrophiles
dans les tissus. Cette observation a également été démontré dans le modele de la
poche d’air dans lequel il y a une réduction de 50% de I’infiltration leucocytaire.
Cette diminution de I’extravasation est associée a une réduction marquée de la
production de plusieurs cytokines et chimiokines. Par ailleurs, aucune différence
dans D’activité phagocytante de ces cellules n’est observée suggérant une
inhibition de I’extravasation des neutrophiles en absence d’inhibition de leurs

fonctions spécifiques.

Dans I’objectif d’évaluer systémiquement I’'impact de la MPM, la
production de cytokines a été évaluée dans diverses conditions immunitaires
différentes soit, la dermatite de contact, le modele de Ia poche d’air, les animaux
immunocompétents ainsi qu’en situation inflammatoire systémique légére. Dans
le modele de la dermatite de contact tout comme le modele de la poche d’air, la
production de nombreuses cytokines ont été réduites indiquant que la MPM agit
sur la production des médiateurs importants de I’inflammation. La modulation de
la production de cytokines dans les divers modeles animaux ainsi que les
différents résultats obtenus suggerent I’implication d’un nouveau mécanisme
d’action encore trés peu connu et n’ayant jamais été associé a un produit
nutraceutique. Ce mécanisme d’action est reli€ a la régulation d’une nouvelle
sous-population de lymphocytes qui a comme caractéristique principale, d’agir
spécifiquement sur les neutrophiles et qui expliquerait que la MPM puisse a la

fois stimuler les défenses innées et posséder un important potentiel anti-

inflammatoire.

/‘;9% s 1«7
Jof¢e Beaulieu Claude Diipgint Pierre Lemieux
Etudiante doctorat Directeur de recherche Directeur de recherche
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Introduction

La santé publique est une préoccupation sans cesse grandissante a I’échelle
mondiale et qui pese lourd dans les syst¢tmes de santé de plusieurs pays
industrialisés. La population veillisante, le rythme de vie rapide, la transformation
de la nourriture, le stress constant de la vie quotidienne ainsi que la pollution sont
autant de facteurs nuisibles a la santé et a la bonne forme physique. Le systéme
immunitaire est la pierre angulaire de cette santé publique; tout effet sur la santé
humaine est lié de prés ou de loin au systtme immunitaire. On peut penser de
prime abord & toute infection microbienne ou virale qu’il pourrait étre possible
d’éviter a I’aide d’un systéme immunitaire renforcé mais aussi a toute pathologie
observée, en partant des troubles allergiques et autoimmuns jusqu’au cancer, qui
sont dues a un systtme immunitaire déficient. Une bonne immunité naturelle et
acquise est la clé vers une santé et une guérison future. Il incombe donc de
trouver des solutions permettant une modulation et un équilibre idéal du systéme
immunitaire et ce, en réduisant I’utilisation de médicaments qu’au stricte
minimum. L’alimentation, et principalement les aliments nutraceutiques, demeure
la voie d’avenir pour trouver la solution a tous ces maux et pathologies présents

mondialement.

Les aliments fonctionnels et nutraceutiques, de part leur propriétés bénéfiques
sur la santé humaine, connaissent un succeés considérable. Effectivement, non
seulement de plus en plus de chercheurs en font leur champ de spécialisation mais
aussi la population y démontre un intérét et une confiance sans borne. On peut
aussi penser aux médecins qui jusqu’a ce jour croyaient que seul la médication et
les traitements chimiques pouvaient guérir tous les maux existants; ceux-ci se
tournent de plus en plus vers la médecine naturelle et 1’alimentation pour traiter,
ou du moins prévenir, les troubles de la santé. Cet intérét grandissant pour les
produits fonctionnels et nutraceutiques de la part des professionels de la santé et
de la population en général est démontré par I’augmentation de leur incidence sur

le marché. En effet, on estime que le taux de croissance de ce marché est de 15%



par année, ce qui est bien au-dela de celui d'industries matures telles l'industrie

pharmaceutique et celle des aliments conventionnels.

Dans cette classe de produits bénéfiques pour la santé, on retrouve des
produits a base de protéines de lactosérum et des produits laitiers fermentés.
Ceux-ci sont populaires du fait qu’ils peuvent €tre bénéfiques a un large spectre de
consommateurs et ce, grace a la versatilité de leurs bienfaits potentiels dont des
effets associés a la modulation du syst¢tme immunitaire. La Matrice Protéique
Malléable (MPM) fut développée dans cette optique et cette derniere renferme
plusieurs éléments possédant un fort potentiel pouvant offrir des bienfaits a
plusieurs niveaux sur la santé humaine notamment, via la modulation du systéme

immunitaire.

Dans le cadre de ce projet de doctorat, le potentiel immunomodulateur et anti-
inflammatoire de la MPM a ét€ évalué dans divers modeles animaux. Cette thése
débute par une revue de littérature discutant sommairement des effets connus des
divers constituants de la MPM sur le syst¢me immunitaire. Par la suite, une
description des caractéristiques des réactions immunitaires ainsi que les
mécanismes impliqués dans les réactions inflammatoires sont rapportés pour
finalement, décrire divers mécanismes de régulation des maladies inflammatoires.
Les sections suivantes concernent les expérimentations effectuées dans 1’objectif
d’évaluer le potentiel de la MPM. Tout d’abord, les études chez des animaux
immunocompétents ont permis d’évaluer I’effet de la consommation de MPM sur
le systtme immunitaire. Ces résultats poussaient ensuite a évaluer I’impact de la
MPM dans une maladie inflammatoire; cet objectif a été évalué dans le modele de
dermatite de contact. Le modele de la poche d’air a également permis d’obtenir
des indications du mécanisme d’action potentiel de la MPM. Finalement,
I’évaluation de la production de cytokines dans divers modeles animaux a permis
d’obtenir de sérieuses indications concernant le mécanisme d’action de la MPM
tant au niveau de la stimulation de I'immunité innée qu’au niveau de ses effets

anti-inflammatoires.



CHAPITRE 1. REVUE DE LITTERATURE



1.1 La matrice Protéique Malléable (MPM)

Le lactosérum recueilli lors de la production fromagere, étant trés riche en
protéines laitieres, doit €tre valorisé et utilisé a son plein potentiel. Jusqu’a ce
jour, les divers procédés de valorisation du lactosérum engendrent des cofits
considérables pour I’industrie fromagere et ne peuvent étre rentables que pour de
grandes fromageries. Il devient donc essentiel de trouver de nouvelles solutions

pour valoriser le lactosérum des petites et moyennes fromageries.

La Matrice Protéique Malléable (MPM) est développée a partir de lactosérum
fermenté par des bactéries lactiques créant ainsi un aliment fonctionnel possédant
de nombreux avantages tant au niveau physico-chimique que pour la santé. Parmi
les propriétés physico-chimiques de la MPM notons principalement des activités
gélifiantes, émulsifiantes et stabilisantes [1]. De plus, la matrice ainsi développée
est stable, neutre, sans odeur ni gofit particulier, faible en calories et bien siir riche
en protéines. Toutes ces caractéristiques en font un produit pouvant facilement
s’incorporer dans diverses préparations alimentaires a forte valeur ajoutée tant

recherchés dans toutes les classes économiques et sociales de la population.

La MPM possede non seulement des caractéristiques physico-chimiques
intéressantes mais aussi des bienfaits potentiels au niveau de la santé. La Matrice
Protéique Malléable (MPM) renferme de nombreux éléments qui peuvent moduler
le systéme immunitaire. Parmi ceux-ci, on y retrouve des prctéines de lactosérum
(en proportion principale; la B-lactoglobuline, I’o-lactalbumine et la lactoferrine),
des bactéries lactiques, des vitamines (surtout la niacine et la riboflavine) et des
minéraux (principalement du calcium), mais aussi de nombreux peptides issus de
I’hydrolyse des protéines lors de la fermentation. Le tableau 1 présente la
composition typique de la MPM. Certains peptides sont reconnus pour leurs
propriété€s immunomodulatrices comme des effets immunostimulants et anti-
inflammatoires. Outre les effets associés aux protéines et peptides du lactosérum,

la MPM contient des bactéries lactiques pouvant lui conférer de nombreux



bienfaits sur la santé comme la stimulation de I’immunité systémique et plus
particulierement de I’immunité intestinal en favorisant entre autres, la production
d’IgA sécrétoire. Toutes ces composantes possedent donc des activités
immunomodulatrices et anti-inflammatoires qui peuvent se potentialiser par
synergie . En effet, [’action des bactéries lactiques est beaucoup plus marquée
lorsque celles-ci se retrouvent dans la nourriture et en particulier avec les produits
laitiers. La présence dans ces aliments de prébiotiques et nutriments protegent les
bactéries lactiques de la dégradation lors du passage dans le tractus

gastrointestinal en neutralisant ’acidité [2].



TABLEAU 1 : COMPOSITION DE LA MATRICE PROTEIQUE MALLEABLE.

Composition (g/100 g) Minéraux (mg/100 g)

Eau 80,0 Calcium 15074
Protéines 8,3 Phosphore 730,3
Lipides 1,2 Sodium 175,2
Minéraux 59 Potassium 1429
Carbohydrates 47 Magnésium 54
Lactose 2,7 Sélénium <0,1

Galactose 2,2

LAB (UFC/100 g) 6X10"

Oligo-éléments (ug/100 g) Vitamines (ug/100 g)

Fer 240 Niacine (B3) 1000
Zinc 130 Riboflavine (B2) 320
Cuivre 70 Pyridoxine (B6) 40
Manganese 50 Acide Folique (B9) 5

Cobalamine (B12) N.D
Acide Ascorbique (C) | N.D.
Profil d’acides aminés (g/100 g de protéines)

ESSENTIEL NON-ESSENTIEL
Isoleucine 6,5 Acide Glutamique +
Leucine 11,9 Glutamine 22,9
Lysine 9,5 Alanine 5,7
Méthionine 2,6 Arginine 4,0
Phénylalanine 4,2 Acide Aspartique +
Thréonine 7,5 Asparagine 10,7
Tryptophane N.D. Cystéine 2,2
Valine 59 Glycine 13,6
Histidine 11,1
Proline 6,3
Sérine 7,0
Tyrosine 3,9

N.D. = Non Déterminé



1.2 Effets immunomodulateurs des protéines et peptides de lactosérum

1.2.1 Protéines de lactosérum

Les protéines se retrouvant majoritairement dans le lactosérum sont la [3-
lactoglobuline (55-65%), I’o-lactalbumine (15-25%), les immunoglobulines (10-
15%) et I’albumine sérique bovine (BSA) (5-10%). La lactoferrine se retrouve en
quantité moindre dans le lactosérum (1-2%). Néanmoins, elle est la plus étudiée
des protéines de lactosérum et une majorité des bienfaits du lactosérum lui sont
attribués. Le chapitre 2 porte essentiellement sur une description détaillée des
particularités et des bienfaits de chacune des protéines de lactosérum sur le
systtme immunitaire. Conséquemment, un bref résumé ainsi que les récentes
découvertes de leurs effets immunomodulateurs seront rapportées dans cette

section.

Les premieres études sur les effets des protéines de lactosérum portaient
principalement sur leur pouvoir antioxydant via la stimulation de la production de
glutathion (GSH) [3, 4]. L’activité antioxydante confere des propriétés de
protection a 1’organisme contre les radicaux libres mais aussi une protection
contre certains type de cancers [5-7]. II est connu que la capacité antioxydante
des patients HIV+ est diminuée ayant pour conséquence, de favoriser le
développement d’infections. Des études ont démontré que la consommation de
protéines de lactosérum par des sujets HIV+ favorise la production de GSH par
les cellules immunitaires, suggérant un potentiel anti-infectieux intéressant pour

ces patients 8, 9].

La production d’anticorps spécifiques suite a une stimulation antigénique est
augmentée par la consommation de protéines de lactosérum indiquant une
application potentielle comme adjuvant oral [10-13]. Cependant, il a récemment
été démontré qu’une supplémentation en protéines de lactosérum chez des enfants

souffrant d’asthme atopique, une maladie de type Th2, réduisait considérablement



la production d’IgE. La consommation de lactosérum modulerait donc certains
processus de régulation du systéme immunitaire [14]. Ces résultats démontrent
que les protéines de lactosérum augmentent les défenses immunitaires via la
production d’anticorps spécifiques de type IgG et IgM mais qu’a I’opposé, elles
peuvent diminuer les anticorps de type IgE principalement responsables des
réactions allergiques. La régulation de la production d’anticorps par les protéines
de lactosérum est différente selon la spécificité des anticorps et les conditions
immunitaires de ’organisme ce qui peut permettre a la fois une stimulation de

I’immunité et un effet anti-allergique.

Plusieurs études sur les protéines de lactosérum ont démontré leur potentiel de
stimulation de I'immunité innée. Elles stimulent 1’activité des macrophages et
des neutrophiles en augmentant leur potentiel phagocytant [15] et la production
de cytokines [15-17]. La consommation de protéines de lactosérum stimule la
production et I’activité des cellules NK (Natural Killer) chez des individus sains
[18, 19], cancéreux [6, 20] ou atteints d’infections virales [21]. Or, une des
fonctions principales des cellules NK est la défense contre les tumeurs et les
virus. La consommation de produits a base de protéines de lactosérum amenerait

une stimulation des défenses immunitaires dans ces types d’affections.

Malgré la stimulation de I’immunité innée, de nombreux effets anti-
inflammatoires dans divers modeles animaux ont été identifi€és. La protéine
lactoferrine a démontré des effets protecteurs dans le modele de la dermatite de
contact. Une pré-application de lactoferrine sur I’abdomen des souris avant
I’ajout de I’agent irritant diminue I’activité des cellules de Langerhans. Ceci se
traduit par une diminution de la migration des cellules aux ganglions
lymphatiques et par conséquent une faible activation des lymphocytes effecteurs
[22]. Quelques équipes ont démontré dans divers modeles animaux arthritiques
que les protéines de lactosérum et en particulier, la lactoferrine, possedent des
effets anti-inflammatoires dues a I’inhibition de la production de cytokines pro-

inflammatoires TNFa (Tumor Necrosis Factor o) et IL(Interleukine)-6 [23-25].



Les protéines de lactosérum ont démontré un potentiel de prévention et de
traitement des colites ulcéreuses et d’inflammations intestinales [26-28].
L’équipe de Togawa a déterminé que le mécanisme d’action responsable de la
diminution des inflammations intestinales était associé a une inhibition des
cytokines inflammatoires et une stimulation de la production des cytokines
régulatrices [26, 27]. De plus, une étude clinique réalisée chez 21 patients atteints
de fibrose kystique a démontré le potentiel anti-inflammatoire des protéines de
lactosérum (attribué a leur pouvoir antioxydant) dans le traitement et le
soulagement de cette maladie [29]. Dans les études en situation inflammatoire, la
modulation de la production des cytokines pro-inflammatoires a réguliérement été
identifiée comme étant le principal effet anti-inflammatoire connu des protéines

de lactosérum [22, 24, 30, 31].

Les protéines de lactosérum possedent des effets opposés quant a la
stimulation de I’immunité via entres autres, I’augmentation de la production des
cytokines pro-inflammatoires chez des individus sains alors qu’ils démontrent
également des effets anti-inflammatoires. Ces observations suggerent un
mécanisme de régulation par les protéines de lactosérum qui est dépendant de
I’état d’activation des cellules immunitaires. Les protéines de lactosérum semble
pouvoir activer I’immunité lorsqu’aucun stimulus inflammatoire n’est présent.
Cependant, lorsque les cellules sont hyperactivées en situation inflammatoire, les
protéines de lactosérum permettent une régulation de cet état d’activation. Une
stimulation de la production des cytokines régulatrices IL-10 [24] et
TGFB (Transforming Growth Factor B) [32] a été rapportée dans quelques études
expliquant en partie, les activités régulatrices obtenues avec les diverses protéines

de lactosérum.



1.2.2 Peptides de lactosérum

Lors de la fermentation du lactosérum par la souche de bactérie lactique
Lactobacillus kefiranofaciens R2C2, de nombreux peptides sont générés. Le
chapitre 2 traite également des effets immunomodulateurs des peptides de
lactosérum et par conséquent, cette section résuméra leur effets sur le systeme

immunitaire.

De nombreux effets immunomodulateurs rapportés pour la consommation
de protéines de lactosérum ont également été associés a des peptides dérivés de
ces protéines. Par conséquent, il est suggéré que les effets identifi€s pour les
protéines de lactosérum pourraient étre, en partie, dus aux peptides générés durant
la digestion. Certaines €tudes ont démontré que les peptides de lactosérum
possédaient un potentiel antioxydant [33-35]. Tel que mentionné précédemment,
cette capacité antioxydante confére a 1’organisme une meilleure défense
immunitaire contre divers type de cancers. Plusieurs peptides de lactosérum sont
connus pour stimuler la défense immunitaire innée. Ils favorisent la prolifération
et Pactivité (phagocytose, production de dérivés de 1I’oxygene (ROS : Reactive
Oxygen Species) et production de cytokines) des macrophages et des neutrophiles
[15, 17, 36-39]. De plus, il est connu que les peptides de lactosérum inhibent la
ACE (Angiotensin-Converting Enzyme) [40]. La ACE inactive la bradykinine
qui est responsable de D’activation des macrophages et de la production de
cytokines. Conséquemment, I’inactivation de la ACE favorise I’activation de la

bradykinine et donc, la stimulation des macrophages.

Les peptides de lactosérum démontrent également des effets qui suggérent
un potentiel anti-inflammatoire.  L’effet anti-inflammatoire d’un isolat de
protéine de lactosérum a ét€é démontré dans un modele de fibrose kystique et
serait attribué a une augmentation de la production de GSH [29]. Vilela et al.
suggere que les peptides de lactosérum contenu dans cet isolat moduleraient cet

effet. IIs ont également démontré une réduction de la production de IL-8 par les
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cellules épithéliales du poumon dans ce modele [35]. Aussi, des peptides issus de

la lactoferrine réduiraient la production de la cytokine pro-inflammatoire IL-6

suite a une stimulation par le LPS {31].

La stimulation de la tolérance orale au lait a aussi été associée aux peptides

du lactosérum et plus particulierement, aux peptides de la B-lactoglobuline [41-

44). La PB-lactoglobuline étant la principale responsable du développement des

allergies aux produits laitiers. Conséquemment, la stimulation préalable avec des

peptides issus de la B-lactoglobuline favorise le développement de la tolérance

orale a cette protéine.

TABLEAU 2 : EFFETS DES PROTEINES ET PEPTIDES DE LACTOSERUM SUR LE

Production de cytokines
Activité antioxydante
Activité anti-inflammatoire
Réduction des allergies au lait

SYSTEME IMMUNITAIRE.
Fraction Bienfaits Références
Protéines Activité antioxydante [3,4,9,29]
Activité humorale [10-13]
Activité anti-cancéreuse [5-7, 20]
Réduction des allergies [14]
Stimule la phagocytose [15]
Production de cytokines [15-17]
Stimule les cellules NK [6, 18-21]
Production de cytokines régulatrices | [24, 32]
Activité anti-inflammatoire [22, 23, 25-29]
Inhibition des cytokines Th1 [22-24, 30, 31]
Peptides Stimule la phagocytose [15, 17, 36-38]

[15, 17, 38]
[33-35]
[31, 35]
[41-44]
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1.3 Effets immunomodulateurs des composantes des bactéries lactiques

1.3.1 Bactéries lactiques

Les bactéries lactiques (LAB), communément appelées probiotiques, se
définissent comme étant tout micro-organisme vivant qui, lorsqu’administré en
quantité adéquate, confére des bénéfices sur la santé de I’h6te. Les genres
bactériens Lactobacillus et Bifidobacterium sont les principales bactéries
identifiées et caractérisées. Néanmoins, on retrouve aussi sous |’appellation

probiotiques certains Bacillus, Streptococcus, Pediococcus et Enterococcus.

Depuis quelques décennies, de nombreux chercheurs de tous les coins du
monde s’intéressent aux bienfaits potentiels de différentes bactéries lactiques. La
liste des bienfaits de ces bactéries est trés exaustive (résumé des effets au Tableau
3) et comporte notamment la stabilisation de la microflore intestinale [45], la
synthése de vitamines du groupe B [46, 47], la réduction de la concentration de
cholestérol et de lipides sanguin [48, 49], la réduction des symptomes de
I’intolérance au lactose [45], des effets anti-tumoraux et anti-cancérigénes [45] et

de nombreux effets sur le systtme immunitaire.

La littérature regorge d’études démontrant les effets des bactéries lactiques
sur le systtme immunitaire. De nombreuses études ont démontré que les
probiotiques stimulent les défenses innées de I’organisme. Tout d’abord, ils
favorisent la production de plusieurs cytokines ayant pour but de stimuler
I’'immunité innée dont le TNFo, IL-6, IL-12, IL-18 et IFNYy (Interféron %) [50,
51]. Les probiotiques favorisent I’activité des cellules impliquées dans les
défenses naturelles dont, les cellules NK, les neutrophiles et les macrophages. De
plus, une augmentation significative de la phagocytose a été observée suite a
I’ingestion de probiotiques [52-55]. La phagocytose permet une premiere défense
de D'organisme contre les agents pathogenes. Les cellules NK sont trés

importantes pour la défense de ’organisme contre les infections virales et les
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tumeurs. Hori et al. ont démontré que I’activité de ces cellules NK, diminuant en
fonction de 1’age, est stimulée par I’ingestion de probiotiques [56]. 1l a aussi €té
observé que I’activité des cellules NK est stimulée par I’ingestion de bactéries
lactiques, indépendamment de 1’4ge, suggérant une stimulation des défenses
naturelles contre les virus et tumeurs [53, 57-59]. La lymphoprolifération suite a
la costimulation par des probiotiques et des mitogenes est augmentée indiquant
une stimulation de I’activité des lymphocytes [53]. Ce résultat suggere que les
probiotiques favorisent une réaction lymphocytaire plus importante suite a la

stimulation par un antigéne.

Par ailleurs, les probiotiques possédent des activit€s immunomodulatrices sur
le systtme immunitaire humoral. Ils induisent la production de cytokines
nécessaires a la production d’anticorps soit IL-4 et IL-5 [50] suggérant qu’ils
possedent un potentiel de stimulation de I’immunité humorale. Plusieurs €tudes
ont effectivement prouvé que les probiotiques favorisent la production d’anticorps
spécifiques a un antigéne et ont la capacité de protéger des infections [47, 53, 60,
61]. La production d’IgAs (Immunoglobuline A sécrétoire) par les plaques de
Peyer est également augmentée suite a la consommation de probiotiques
indiquant qu’il y a stimulation de I’immunité intestinale et ce, particuli¢rement
suite & I’ingestion d’un antigéne [62-64]. L’immunité mucosale est importante
dans le développement de la tolérance orale et par le fait méme, notons que les
probiotiques possedent des activités régulatrices sur les réactions immunitaires.
Effectivement, malgré la stimulation de la production d’anticorps, il est
clairement démontré que les probiotiques réduisent la production d’IgE lors des
réactions allergiques [52, 65, 66]. Plusieurs études cliniques chez les enfants ont
été effectuées afin de confirmer, avec succes, le potentiel des probiotiques sur la
réduction des allergies [67-70]. La réduction de la production d’IgE par les
probiotiques peut étre expliquée en majeure partie, par la stimulation de la

tolérance orale.
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Dans le méme ordre d’idée, il a ét€ démontré dans de nombreuses études, que
les probiotiques ont des effets anti-inflammatoires et ce, malgré la démonstration
d’une stimulation du syst¢eme immunitaire inné.  Chapat et al. ont démontré que
Lactobacillus casei favorise la production de cellules CD4+ ayant un role de
régulation dans un modele d’inflammation de la peau médié par les cellules
CD8+ [71]. De nombreuses études ont rapporté que les probiotiques peuvent
soulager ou réduire les maladies inflammatoires de !’intestin telle la colite
ulcéreuse [72-75]. Cependant, ces études sur les pathologies intestinales doivent
étre confirmées chez I’humain afin de s’assurer de I’absence de réactions
indésirables par exemple, la translocation bactérienne pouvant survenir due a une

destruction des parois intestinales [76].

Plusieurs bactéries lactiques possedent des activités régulatrices pouvant
exliquer la stimulation du syst¢me immunitaire autant inné qu’adaptif malgré un
potentiel de suppression des allergies et maladies inflammatoires. Effectivement,
plusieurs probiotiques favorisent la production de cellules T régulatrices pouvant
synthétiser ou non, les cytokines régulatrices IL-10 et TGFp [51, 77-80]. Les
cellules T régulatrices ont pour rdles principaux de favoriser le développement de
la tolérance orale, controler le développement des réactions allergiques et de

diminuer I’inflammation dans le cas de maladies inflammatoires [81, 82].

1.3.2 L’ADN bactérien

Depuis la découverte que I’ADN bactérien est reconnu par le systéme
immunitaire et contribuerait au développement d’une réponse immunitaire, il a
ét€ envisagé que ’ADN des bactéries lactiques pourrait étre responsable de
certains de leurs effets immunomodulateurs (résumé des effets au Tableau 3).
Plusieurs études démontrent que I’ADN bactérien stimule la production et
I’activité des cellules NK [83, 84], est mitogénique pour les lymphocytes [85, 86],
favorise la production de cytokines pro-inflammatoires [84, 87-89] et pourrait étre

utilisé comme adjuvants oraux [90-93]. Plus précisément, les motifs CpG non-
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méthylés et certains oligodéoxynucléotides issus de souches probiotiques ont
récemment été étudiés quant a leurs effets sur le systeme immunitaire. Kitazawa
et al. ont démontré que des oligonucléotides contenant uniquement les bases
nucléiques adénine (A) et thymine (T) provenant de Lactobacillus gasseri
favorisent le développement des lymphocytes B [94]. La mé&€me équipe a aussi
démontré que des motifs CpG de Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus
favorisent non seulement la prolifération des lymphocytes B mais agissent aussi
sur les cellules des plaques de Peyer afin de stimuler I’immunité intestinale [95].
Un oligodéoxynucléotide provenant de la souche Lactobacillus gasseri JCM1131
favorise la production de cytokines Thl via une interaction avec le TLR9 (Toll-
Like Receptor) [96]. Dans les modeles animaux de colite ulcéreuse, il a été
suggéré que les probiotiques protegent I’inflammation via I’interaction entre leur
ADN et le TLR9 menant a la production d’interféron de type 1 [97-99].
Finalement, I’ADN des probiotiques favorise aussi la production de la cytokine

régulatrice IL-10 [100].

1.3.3 Les exopolysaccharides

Les exopolysaccharides (EPS) sont des polysaccharides a longue-chaine
sécrétés principalement par les bactéries, les champignons et les levures. Leurs
principaux roles seraient de protéger les bactéries de leur environnement par la
formation de biofilms, et de faciliter I’adhésion de ces derniéres aux surfaces et a
différents types cellulaires [101]. Dans I’industrie alimentaire, les EPS sont
principalement reconnus pour leurs propriétés gélifiantes, épaissisantes et pour

apporter une certaine stabilité aux produits [102].

Les EPS possédent de nombreuses vertus sur la santé (résumé des effets au
Tableau 3) notamment, des effets anti-tumoraux [103], anti-ulcéreux [104],
diminuent le cholestérol sanguin et possédent des effets immunomodulateurs
[105, 106]. De nombreux types d’exopolysaccharides sont connus aujourd’hui et

leurs bienfaits potentiels sur le syst¢tme immunitaire sont trés variables
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dépendamment de leur provenance. Parmi les plus connus des polysaccharides
immunomodulateurs, notons les polysaccharides PS A et PS B provenant de
Bacteroides fragilis [107-109], le B-(1-3)-glucan issu de levures et de fungi [110-
113], le mannan produit par Candida albicans [114-116] ainsi que les

polysaccharides PSK et PSP issus des champignons [117, 118].

Les bactéries lactiques produisent aussi des EPS possédant d’intéressants
effets immunomodulateurs. Les effets observés sont trés variables et dépendent
de I’origine et de la composition des EPS. L’équipe de Daniel Oth a démontré
que les EPS in vitro et ex vivo stimulent la production de cytokines pro-
inflammatoires autant chez la souris que chez I’humain, indiquant une stimulation
du systeme immunitaire inné [105]. Le kéfiran, un exopolysaccharide issu de la
fermentation du kéfir, possede une activité anti-inflammatoire [119] et anti-
tumorale [120]. L’équipe de Kitazawa et al. a rapporté qu’un EPS provenant de
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus stimule I’activité phagocytante des
macrophages in vitro et in vivo indiquant une amélioration des défenses naturelles
non spécifiques de I’organisme [121]. Le méme type de EPS avait précédemment
été identifi€ pour son pouvoir mitogénique sur les lymphocytes [122] et pour son
pouvoir de stimulation de la production de cytokines par les macrophages [123].
Certaines souches de Lactococcus lactis produisent des EPS possédant des
activités stimulantes sur les cellules B et induisent la production d’anticorps
spécifiques a des pathogenes indiquant que les EPS pourraient aussi servir comme
adjuvants oraux [124, 125]. Certains EPS de bactéries lactiques possédent
également des activités de stimulation des lymphocytes T [126, 127]. 1l a été
démontré que les EPS dérivant des souches Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus B3 et Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus Al13 possédent un

effet anti-inflammatoire dans le modele de colite ulcéreuse [128].
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TABLEAU 3 : EFFETS IMMUNOMODULATEURS DES BACTERIES LACTIQUES ET DE

LEURS COMPOSANTES.
Composantes Bienfaits Références
Bactéries Diminution des allergies [47, 65-67, 69, 70, 129]
lactiques Stimulation de I’immunité mucosale [66, 67, 130]
Augmentation des défenses innées [53, 58, 78, 129, 131]
Réduction des maladies inflammatoires | [66, 71, 132, 133]
Augmentation des réponses cellulaires [47, 52, 66, 133]
Stimulation de la phagocytose [52, 57, 66, 130]
Réduction des maladies inflammatoires
de I’intestin [72-77]
ADN Prolifération des lymphocytes B [94, 95]
Bactérien Stimule I’immunité intestinale [95]
Favorise la production de cytokines Thl | [96]
Favorise la production IL-10 [100]
Réduit I’'inflammation intestinale dans
la colite ulcéreuse [97-99]
EPS Favorise la production de cytokines Thl | [105, 123]
Effet ant-inflammatoire [119, 128]
Effet anti-tumoral [120]
Augmentation de la phagocytose [121]
Stimulation des lymphocytes [122, 126, 127]
Production d’anticorps [124, 125]

1.4 Effets immunomodulateurs du calcium

La MPM contient une grande proportion de calcium, soit plus de 1500

mg/100 g.

Il est donc suggéré que certains des effets associés au calcium,

pourraient étre conféré a la MPM. De fagon générale, le calcium est bien reconnu
comme ayant un effet préventif contre I’ostéoporose surtout lorsque combiné a la
consommation de vitamine D [134-136]. Le calcium posseéde aussi des effets
bénéfiques pour contrer I’hypertension [137, 138], I’hypercholestérolémie [139,
140] et I’obésité [141-145]. De nombreuses études ont aussi rapporté un effet
préventif sur le développement de cancer colorectal [146, 147]. Cette protection
serait, en grande partie, reliée a la diminution de la récurrence des polypes
intestinaux constituant le principal risque de développement de cancer colorectal

[148-150].
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Les effets de la consommation de supplément de calcium sur le systeme
immunitaire ont été trés peu étudiés. Une étude effectuée avec des oiseaux
exposés au plomb a illustré que I’exposition parallele au calcium permet
d’éliminer les effets secondaires du plomb sur leur systtme immunitaire. En
effet, I’exposition au plomb supprime la réponse humorale secondaire et cet effet
a été aboli en présence de calcium [151]. La plupart des études sur les effets du
calcium sur I'immunité ont été réalisées in vitro. La stimulation d’éosinophiles
par le surnageant de macrophages alvéolaires dérivés de bronches de patients
asthmatiques en paralleéle & une exposition au calcium démontre une production
accrue de leukotriene C4 indiquant une stimulation de Dactivité des cellules
immunitaires par le calcium [152]. La stimulation de cellules T humaines avec de
hautes concentrations de calcium méne a I’expression du récepteur de IL-2 sans
production accrue de la cytokine IL-2 [153]. Cette surexpression unique du
récepteur de IL-2 sur les cellules indiquent une prolifération cellulaire minimale
s’il n’y a pas de costimulation par un mitogéne. Par contre, la costimulation par
le calcium et un mitogéne provoque une augmentation considérable de la
prolifération cellulaire suggérant que le calcium possede des effets minimes sur
les cellules immunitaires en absence de stimulation mais active ces cellules lors
d’une défense face a un stimulus [153]. D’un autre c6té, la production de IL-2 est
stimulée chez des cellules T primaires provenant de thymus de souris exposées au
calcium [154]. Ces études suggerent que le calcium favorise la capacité des
cellules primaires a réagir a un stimulus mais posséde un effet moindre sur des
cellules pleinement différenciées en absence de stimulation mitogénique.
L’équipe de Matsushima a démontré que la stimulation par le calcium de
thymocytes murins et d¢ PMN humains favorise la production de IL-1 [155].
Cette augmentation de la production de cytokines, notamment de IL-1 et IL-2, a
aussi été confirmée par la stimulation de lymphocytes T en présence de calcium
[156, 157]. Ces résultats démontrent que le calcium pourrait présenter un role

immunomodulateur principalement dans la stimulation de I’immunité innée.
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1.5 Les produits a base de lait et de lactosérum fermentés

Les recherches prometteuses sur leur nombreux bienfaits des produits de santé

naturelle font en sorte que I’on en retrouve de plus en plus sur le marché

notamment des produits a base de lait et de lactosérum fermenté. Le tableau 4

dresse une liste partielle de ces principaux produits ainsi que leurs effets connus.

Les effets les plus souvent répertoriés de ces produits touchent essentiellement la

gestion des lipides sanguins, des effets anti-hypertenseurs et immunomodulateurs.

TABLEAU 4 : PRODUITS A BASE DE LAIT ET DE LACTOSERUM FERMENTE.

Catégories Nom du produit ou Action Compagnies Espéces
protéine/peptide testées
Laits Yakult Honsha Réduction des  Yakult hamsters
fermentés triglycerides
L. delbrueckii subsp. Réduction de  Meiji Dairy rats
bulgaricusOLL1073R-1 1’arthrite Co.
Kefram-Kefir Réponse a Nihon Kefir souris
I’insuline Co., Fujisawa
Calpis (L. Helviticus) Anti- Calpis Food humains
hypertension  Industry Co
Evolus (L. Helviticus Anti- Valio, Ltd humains
KI16H) hypertension
Actimel Controle des  Danone humains
diarrhées
Biola (L. GG) Désordres a Tine humains
I’estomac
Gaio Contrdle du Gaio humains
cholestérol
L. Helveticus R389  Immunostimu- Institut Rosell  souris
lation
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-Lactobacillus casei  Contr6le des Takanashi humains
TMC0409 lipides anguins Milk Products
-Streptococcus et de Co., Ltd
thermophilus TMC  I’hypertension
1543
Lactosérum | Nutractis Multifonctions Technologie =~ humains
fermentés Biolactis Inc.
Proté€ines Lactoferrine Immunostimu- DMV humains
de lait ou lation, International,
lactosérum Multifonctions Glanbia
Lactoperoxidase Anti-infectieux DMV Humains
International,
Glanbia
HMS90 (Immunocal) Stimulation du Immunotech humains
glutathion Research Ltd
Prodiet 352 EFA(o-  Anti-bactérien, Ingredia humains
lactalbumin) fixation des
minéraux et
immunostimu-
lation
Volactive Antioxidant, Volac humains
anti-bactérien  International
et
immunomodu-
lateur
Imuplus Immunostimu- Biogene humains
lation
Peptides Prodiet F200 Diminution du Ingredia Rats,
bioactifs du stress humains
lait ou
lactosérum | Biopure-GMP Satiété, Davisco, Land humains
protection O'Lakes
contre les
toxines, les
bactéries et les
virus.Immuno
modulation
Biozate Anti- Davisco humains
hypertension
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Protéines
du lait ou
lactosérum
servant de
véhicule ou
matrice
protectrice
pour des
ingrédients
bioactifs

Lipidolactis (synergie Réduction des

avec des vitamines
B)

Lactoval (Calcium,
Phosphate,
Magnesium)

TruCal (Calcium)

Omega-3 (CV-17)

Vitamine D

triglycerides

Ostéoporose et
santé des os

Ostéoporose et
sant€ des os

Prévention des
maladies
cardiaques et
diminution des
taux de
cholestérol

Prévention des
maladies
osseuses

Technologie

Biolactis Inc.

DMV
International

Glanbia

Puleva Biotech

Milk
companies

Rats

Humains

humains

humains

humains

Traduction de :

Pierre Lemieux, Josée Beaulieu and Eric Simard. (2004) Socioeconomic and

health benefits of lactoceuticals. Expert Review of Pharmacoeconomics &

Outcomes Research 4 (2): 199-206.

Reproduit avec la permission de Future Medicine Ltd.

Note : Voir Annexe 1 pour article complet
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1.6 Le systéme immunitaire

Depuis la découverte d’un phénomeéne de protection de I’organisme par
Edward Jenner en 1796 et par la suite par Louis Pasteur en 1880, les chercheurs
ont démontré de I’intérét envers les mécanismes de défenses immunologiques.
Les nombreuses recherches ont permis de comprendre comment le corps se
défend contre une invasion pathogénique. Les différents types de leucocytes ont
des roles tres différents a jouer dans les deux lignes de défense de I’organisme;
soit dans I’'immunité innée (ou naturelle) et dans I’'immunité adaptive (ou
acquise). Les effets immunomodulateurs de différents produits nutraceutiques et
de probiotiques ont été€ bien démontrés tel que décrit aux sections précédentes.
Par conséquent, afin de bien comprendre comment certains résultats obtenus avec
ces produits ainsi que ceux qui seront rapportés dans cette thése concernant la
MPM peuvent influencer I’immunité, un bref rappel des notions d’immunologie

innée et adaptive est essentiel.

1.6.1 L’immunité innée

Le systeme immunitaire inné est la premiere ligne de défense de 1’organisme;
cette réaction n’est pas spécifique a un antigéne particulier et elle ne nécessite pas
une exposition préliminaire a ’antigéne. Divers paramétres dont I’alimentation
influencent I’activité et le nombre des cellules immunitaires naturellemment
présentes chez un individu [158-160]. Outre les barrieres €pithéliales dont leur
rOle est de limiter I’entrée d’un pathogeéne, les macrophages et les granulocytes
effectuent la premiére ligne de défense de I’organisme. Ces cellules possédent a
leur surface des récepteurs membranaires permettant la reconnaissance des motifs
hautement conservés des agents pathogenes (Pathogen-Associated Molecular
Patterns : PAMP). Ces récepteurs peuvent €tre exprimés a la suface, dans les
compartiments intracellulaires ou sécrétés dans la circulation sanguine ou les

fluides tissulaires.
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1.6.1.1 Les récepteurs cellulaires sécrétés

Parmi les récepteurs sécrétés notons les MBL (mannan-binding lectin), CRP
(C-reactive protein) et SAP (serum amyloid protein). Ces molécules sont sécrétés
par le foie durant la phase aigué d’une infection [161, 162]. Iis permettent
I’activation de la voie classique du complément en se liant entres autres, au Clq
[163]. Le MBL s’associe spécifiquement aux résidus mannoses qui sont
abondants a la surface des microorganismes ce qui permet par la suite, une
association avec les MASP (MBL-associated serine protease). Cette association
active la voie lectine du complément en libérant les protéines C2 et C4 [162, 164]

et permet ainsi d’activer le processus de destruction des pathogénes.

1.6.1.2 Les récepteurs intra-cellulaires

Les virus et certains pathogénes peuvent entrer directement a I’intérieur des
cellules, c’est pourquoi les cellules immunitaires possedent également des
récepteurs exprimés dans le cytosol afin d’assurer une reconnaissance de ce type
d’infection. Notamment, les protéines kinases PKR sont activés suite a la
reconnaissance de I’ADN viral. L’activation des PKR bloquent la réplication
virale en inactivant le facteur d’initiation de la transcription eIF2o [165].
L’activation des PKR meéne également a I’activation de la voie MAP kinase et
ainsi, permet I’induction d’INF de type 1 possédant une activité anti-virale [165,
166]. La famille des protéines NOD (nucleotide-binding and oligomerization
containing protein) reconnaissent une grande quantité de ligands dont le LPS, ce
qui permet ’activation de la voie NF-kB et donc, la production de cytokines pro-

inflammatoires [167].
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1.6.1.3 Les récepteurs extra-cellulaires

Les récepteurs exprimés sur les membranes cellulaires comprennent

notamment, les « Toll-like Receptors » (TLR) reconnaissant divers PAMP

rapportés au Tableau 5 [168, 169]. Lors d’une reconnaissance d’un PAMP, la

stimulation des TLR permet I’activation de voies de signalisation menant a la

stimulation de la défense immunitaire. Les voies de signalisation activées sont

complexes et quelques unes sont communes a tous les TLR mais certaines sont

plutdt spécifiques a un TLR en particulier [170].

TABLEAU 5. RECONNAISSANCE DES MOTIFS HAUTEMENT CONSERVES PAR LES

TLR.

TLR Motifs hautement conservés Type de pathogéne
TLR1 Lipoprotéines (Co-récepteur avec TLR2) | Bactéries Gram +
TLR2 Lipoprotéines (Co-récepteur avec TLR1) | Bactéries Gram +

Peptidoglycan (Co-récepteur avec TLR6) | Mycobactéries
Levures
TLR3 ARN double-brin Virus
TLR4 Lipopolysaccharides Bactéries Gram -
TLRS Flagelles Bactéries flagellées
TLR6 Peptidoglycan (Co-récepteur avec TLR2) | Bactéries Gram +
Mycobactéries
Levures
TLR7 ARN simple-brin Virus
TLRS ARN simple-brin Virus
TLR9 Motif CpG - Oligodéoxynucléotides non | Bactéries
méthylés
TLR10 | Inconnu M
Phylogénétique proche de TLRI et
TLR6 : co-récepteur 77?7
TLR11 | 777 E. coli uropathogeénes
murin Toxoplasma gondii

Informations tirées de : Akira (2006) [169], Kawai
Yarovinsky et al. (2005) [171]

et Akira (2006) [168],
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La voie d’activation majoritairement impliquée est celle menant a I’activation
du facteur de transcription NF-xB [170, 172]. L’association du récepteur
intracellulaire Toll (TIR), aussi connu comme étant le récepteur de IL-1, avec la
molécule adaptatrice MyD88 permet le recrutement et I’activation de IRAK-4
(IL-1R-associated kinase-4). Une fois IRAK-4 activé, cette association permet la
phosphorylation et donc conséquemment, I’activation de IRAK-1 qui recrutera
TRAF-6 (tumor necrosis factor receptor-associated factor 6). Cette cascade
d’activation, illustrée a la figure 1, méne a I’activation de NF-kB, un facteur de
transcription des cytokines pro-inflammatoires [170, 172]. Parmi les cytokines
les plus rapidement produites suite a la reconnaissance de pathogénes, il y a IL-1,
IL-6, IL-8, IL-12 et TNFa.. Le rdle principal de ces cytokines est le recrutement
et I’activation de diverses cellules immunitaires afin d’assurer la défense contre

I’agent pathogéne préalablement reconnu [173].

La molécule adaptatrice TIRAP (TIR-domain containing adaptor protein),
aussi connue sous le nom de MAL (MyD88 adaptator-like), se lie a la réaction de
reconnaisance des PAMP impliquant les TLR1, TLR2, TLR4 et TLR6 (Figure 1)
et meéne également a I’activation de NF-xB et donc, a la production des cytokines
pro-inflammatoires [170]. Cette réaction est aussi reliée a une voie d’activation
indépendante de MyD88. La molécule adaptatrice TRAM (TRIF-related adaptor
molecule) est également impliquée dans une voie d’activation indépendante de
MyD88 et est spécifique au TLR4. TRAM utilise la méme séquence d’activation
que TIRAP et donc, permet I’activation de NF-kB [172].

Une autre voie d’activation, illustrée également a la figure 1, commune aux
TLR3 et TLR4 est celle faisant intervenir la molécule adaptatrice TRIF (TIR-
related adaptator protein inducing interferon factor). Cette voie d’activation,
indépendante de la molécule adaptatrice MyD88, est caractérisée par I’activation
de IRF3 (interferon regulatory factor 3) par TRIF qui méne conséquemment a la
production d’IFN de type 1 [174]. Les interférons sont sécrétés par la voie

d’activation médiée par IRF3 en partie, lors de la reconnaissance d’infections
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virales [170]. Or, le role principal associ¢ aux INF de type 1 est une défense anti-
virale [166, 175]. Cependant, il a également été démontré que les IFN de type 1
permettent de maintenir une homéostasie adéquate dans la production des cellules
immunitaires en régulant la différenciation cellulaire dans la moélle osseuse [176,
177].

TLRS/78  TR16 TLR3

Nuclear
membrane

N &
NF-8-btinding motl

FIGURE 1. VOIES D’ACTIVATION MEDIEES PAR LES TLR ET FAISANT

INTERVENIR NF-«B ET IRF-3.
(adapté de Akira et Takeda, 2004 [170])
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1.6.2 L’immunité adaptive

Le systtme immunitaire adaptif, qui fait intervenir toutes les cellules
immunitaires et qui est en majorité gouverné par les lymphocytes, est caractérisé
par une réponse immunitaire spécifique a un agent pathogéne particulier. Le
développement de la réponse immunitaire adaptive s’effectue en trois étapes. La
premiere étape est la présentation antigénique par les CPA aux lymphocytes T lors
de la rencontre de I’antigeéne dans les organes lymphoides ayant drainé 1’antigéne.
Par la suite, il y aura différenciation des lymphocytes TCD4+ en lymphocytes T
inflammatoires ou T auxilliaires et activation de ces cellules TCD4+ et/ou
TCD8+. Finalement, la derniére étape de la réponse immune adaptive est le
développement de la réponse mémoire. Les récepteurs de surface reconnaissant
les PAMP sont €galement trés important dans le développement de la réponse
immune adaptive. Par exemple, les TLR favorisent la production de cytokines
pro-inflammatoires, notamment I’IFNy menant & I’activation des macrophages et

des cellules T [178].

1.6.2.1 La présentation antigénique aux lymphocytes T

L’étape de la présentation antigénique débute dés la rencontre d’un antigéne
par les CPA, essentiellement par les cellules dendritiques. Les CPA réagissent a
deux types de signaux; par la reconnaissance directe des pathogeénes via leur
récepteurs spécifiques de surface interagissant avec les PAMP ou par un
mécanisme indirect via entres autres, la présence de cytokines inflammatoires
[179]. Les particules sont internalisées par phagocytose alors que les antigénes
solubles le sont plutdt par macropinocytose [180]. Malgré que ces deux
mécanismes permettent la formation de larges vacuoles intracellulaires, la
macropinocytose est caractérisée par I’internalisation non-spécifique de grande
quantit¢ de fluide environnant. Pour sa part, la phagocytose implique des

récepteurs spécifiques et une cascade de transduction de signal [180].
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L’internalisation d’un antigeéne est effectuée par des cellules immatures. Cette
internalisation permet la maturation des CPA durant laquelle, la capacité
d’endocytose diminue limitant ainsi la quantité d’antigenes pouvant étre
présentée. Cette diminution de la capacité d’internalisation est due a une
diminution de I’expression des récepteurs a la surface et la diminution de I’activité
de phagocytose ou de macropinocytose [180]. La maturation des CPA transforme
ainsi ces cellules en cellules effectrices capables de stimuler les cellules T.
L’augmentation de 1’expression des récepteurs des chimiokines et des molécules
d’adhésion permet la migration des CPA aux organes lymphoides secondaires
[181]. Par la capture de I’antigene, la liaison peptidique et la migration des CPA,
ces cellules restreignent la présentation antigénique qu’a 1’antigéne internalisé
durant la maturation permettant ainsi la stimulation des cellules T spécifiques

contre cet antigeéne [179].

La dégradation antigénique et I’expression peptidique sur les molécules du
CMH des CPA s’effectue de fagon intracellulaire dans les CPA. Les peptides
proviennent de la protéolyse des protéines microbiennes ou des cellules tumorales
soit dans le cytosol par le protéasome ou dans la voie endocytique par les
protéases lysosomiales [180]. Les cellules T CD4+ et T CD8+ reconnaissent les
peptides associé€s aux molécules du CMH de classe II et I respectivement [180].
Les peptides présentés par les molécules du CMH de classe 1 dérivent
généralement de protéines virales ou de protéines du soi dégradées dans le
cytosol. Ces peptides sont transportés dans le réticulum endoplasmique par les
transporteurs peptidiques TAP (Transporter associated with antigen processing) et
associés aux molécules du CMH sous le contrle d’'un complexe de chaperons
dans le réticulum endoplasmique [182]. Lorsque les molécules du CMH de classe
I sont associées aux peptides, ce complexe est rapidement transféré par 1’appareil
de Golgi a la membrane pour ainsi, étre reconnu par les cellules T CD8+ [182].
Pour sa part, le CMH de classe II expose essentiellement des peptides dérivés
d’antigénes présents dans la voie endocytique, c’est-a-dire, des protéines

internalisées ou membranaires [180]. Les molécules du CMH de classe II
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présentent des peptides par une voie différente de celle des molécules du CMH de
classe I. Trois diméres a/f CMH de classe II s’associent a un trimere de chaines
invariables Ii. Ce complexe sort du réticulum endoplasmique et passe au travers
I’appareil de Golgi pour étre transporté dans la voie endocytique. Dans la voie
endocytique, ce complexe rencontre un environnement acide et riche en protéase
qui va permettre la dégradation des chaines invariables Ii par les protéases du
milieu [183, 184]. Ce dimere peut maintenant lier les peptides sous le contrdle de
deux molécules non polymorphiques de CMH de classe II soit, HLA-DM et HLA-
DO. Par la suite, le complexe CMH classe 11 / peptide rejoint la membrane pour

ainsi €tre reconnu par les cellules T CD4+ [185].

11 est également a mentionner qu’outre les molécules du CMH de classe I et 11,
les cellules dendritiques expriment une autre classe de molécule pouvant exposer
des peptides antigéniques soit les protéines CD1. Chez I’humain, cinq genes
encodant leur protéine respective sont connus soit, CDla, CDI1b, CDlc, CDIld,
CDle [186]. Les molécules CDI1 lient les antigenes glycolipidiques ou dérivant
d’origine endogeéne et exogéne pour activer les cellules autant T CD8+, T CD4-

CD8- et YOT [187].

1.6.2.2 L’activation et la différenciation des lymphocytes T

La maturation des CPA survenant suite a la reconnaissance d’un antigéne est
associée a une migration de ces cellules dans les zone de cellules T dans les
organes lymphoides secondaires. Cette maturation permet 1’augmentation de
molécules d’adhésion et de molécules de costimulation a la surface cellulaire
comme les molécules B7.1 et B7.2 [180]. Ces molécules s’associent aux
molécules CD28 et CTLA-4 sur les cellules T ce qui a comme effet d’augmenter
I’habilité des CPA a activer les cellules T [180]. Les molécules de costimulation
B7-H1 et B7-DC s’associent avec la molécule PD-1 sur les cellules T ce qui

favorise la production des cytokines IFNy, IL-2 et IL-10 [188, 189]. La molécule
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de costimulation 4-1BB sur les cellules T s’associe avec 4-1BBL sur les CPA est
permet I’activation des cellules T CD8+ [190]. Pour sa part, la molécule OX40
sur les cellules T qui s’associe avec OX40L sur les CPA mene a la différenciation
des cellules T CD4+ [191]. Cette adhésion entre les CPA et les cellules T ainsi

que la production de cytokines favorise la prolifération des cellules T [189].

Différents facteurs influencent le développement des cellules T CD4+ activées
vers des cellules Thl ou Th2. Par exemple, les CPA stimulées par IFNy, LPS,
CpG oligonucléotides ou ARN double-brin produisent une grande quantité de IL-
12 et par le fait méme, favorise une différenciation en cellules Th1 [192, 193]. La
PGE?2 favorise plut6t la maturation de CPA non-productrices de IL-12 et induit
donc la différenciation en cellules Th2 [194]. Le type de pathogéne joue
également un r6le important dans la différenciation des cellules CD4+ vers un
profil Thl ou Th2 [195]. Par ailleurs, I’origine des CPA influence le type de
différenciation des cellules CD4+. Par exemple, les cellules provenant des
plaques de Peyer produisent surtout IL-4 et IL-10 ce qui a comme conséquence de

favoriser un profil de cellules de type Th2 [196].

Les lymphocytes Th1 produisent les cytokines IFNY, IL-2 et TNFo conférant
ainsi a ces cellules des rdles essentiellement dans I’activation des macrophages,
dans la cytotoxicité cellulaire et dans I’induction d’immunité a médiation
cellulaire [197]. Pour leur part, les lymphocytes Th2 produisent les cytokines IL-
4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 et IL-13, qui permettent & ces cellules Th2 de remplir
des rdles essentiellement dans la réponse anticorps, la production d’IgE,
favorisent D’activation et la différenciation des éosinophiles et inhibent les
fonctions macrophagiques [197]. Les lymphocytes Th2 possedent un rdle
essentiel, celui d’induire le développement d’anticorps. Ces lymphocytes
spécifiques d’un antigéne interagisent avec les cellules B également spécifiques
pour I’antigéne dans les organes lymphoides pour ainsi, activer ces cellules B a
produire des anticorps. Cette reconnaissance entre la cellule T et la cellule B se

fait via le complexe CMH de classe II: peptide sur la cellule B et est souvent
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nécessaire 2 une production d’anticorps spécifiques abondantes. Les cellules ainsi
activées peuvent se différencier en plasmocytes sécrétants des anticorps ou en
cellules B mémoires. La différenciation des cellules B en plasmocytes sécréteurs
d’anticorps nécessite la sécrétion des cytokines IL-5 et IL-6 par les cellules T
[173].

Les lymphocytes T CD8+ (cellules T cytotoxiques) sont activées suite a la
reconnaissance des molécules du CMH de classe I afin de permettre une défense
contre les virus et bactéries qui se développent dans le cytoplasme de la cellule
[180]. Les cellules T cytotoxiques peuvent induire la mort cellulaire par apoptose
de la cellule infectée soit en dégradant I’ADN de la cellule ou en favorisant une
perte de I’intégrité membranaire. Les cellules T cytotoxiques libérent de la
perforine permettant la formation de pores traversant la surface membranaire de la
cellule infectée. Par la suite, la libération d’enzymes de la famille des sérines-
protéases, les granzymes, permettent la dégradation de I’ADN de la cellule [198].
Les cellules T cytotoxiques permettent aussi de déclencher I’apoptose des cellules
infectées via la liaison de FasL au Fas sur les cellules infectées. Ces cellules en
apoptose seront ainsi éliminées par les cellules phagocytaires [198]. Les
lymphocytes T cytotoxiques libérent également des cytokines permettant ainsi,
’activation d’autres cellules immunitaires. Ils sécrétent de I’IFNY qui augmente
I’expression de molécules du CMH de classe I permettant une meilleure
reconnaissance des cellules infectées. L’IFNYy permet également I’activation du

macrophage qui pourra ainsi effectuer une phagocytose plus efficace.

1.6.2.3 Le développement de la réponse mémoire

La réponse immune adaptive permet également de développer une réponse
mémoire essentielle & une défense subséquente plus rapide des agents pathogeénes
préalablement rencontrés. Les lymphocytes T ainsi que les lymphocytes B sont

tous deux impliqués dans la réponse mémoire. Comme mentionné précédemment,
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les cellules B activées se différencient soit en plasmocytes ou en cellules B
mémoires. Les cellules B mémoires répondent beaucoup plus facilement a
’antigéne et les anticorps produits ont généralement une affinité supérieure pour
I’antigéne. La réponse anticorps primaire repose essentiellement sur la production
d’anticorps de type IgM alors que les réponses anticorps subséquentes sont plutot
médiées par la production d’IgG. Effectivement, les cellules B mémoires
expriment en surface des IgG, des IgA ou des IgE ainsi qu’un plus grand nombre
de molécules du CMH de classe II ce qui facilitent la capture et la présentation de
ces antigénes par les cellules B mémoires et ainsi, permet une interaction avec des
cellules T auxilliaires de fagon plus rapide et a plus faible dose d’antigenes [173].
Pour leur part, les lymphocytes T sont normalement éliminés a la fin de la réponse
immunitaire primaire. Cependant, une petite proportion de ces cellules T
survivent et deviennent des cellules T mémoires. La production de diverses
cytokines semblent &tre impliquée dans le processus de la réponse mémoire. La
production des cytokines IFNy et IL-2 favorise I’apoptose des cellules T alors que
la production de IL-7 et IL-15 favorise la survie cellulaire et donc, la
développement de cellules T mémoires [199]. 1l existe deux types de cellules T
mémoires; un premier type ressemble davantage a des cellules T effectrices,
exprimant des marqueurs d’activation tel le CD69 et le CD25, et étant caractérisé
par un potentiel a rapidement devenir activé et a démontrer des activit€s
cytotoxiques, dans le cas des cellules T CD8+ [200-202]. Ces cellules expriment
également des récepteurs de chimiokines et des intégrines leur permettant de
pouvoir entrer dans les tissus non-lymphoides [202, 203]. Le deuxieéme type de
cellules T mémoires est des cellules résidentes possedant peu de marqueurs
d’activation, ayant une capacité plus lente a réagir aux pathogeénes et ayant une
distribution dans les tissus lymphoides ressemblant davantage a celle des cellules
T naives [202]. Ces cellules T mémoires expriment notamment les récepteurs
CD62L et CCR7 leur permettant d’entrer via I’endothélium dans les ganglions
lymphatiques [202]. Les cellules T mémoires peuvent plus rapidement produire

des cytokines, se différencier en CTL et migrer dans les tissus lymphoides; leur

32



activation est également moins dépendante d’une costimulation que [’activation

des cellules T naives [199, 200, 204, 205].

1.6.3 Etapes clés lors du développement de la réponse immunitaire

1.6.3.1 La production de cytokines et chimiokines

La reconnsaissance d’agents étrangers meéne a la production de diverses
cytokines par les cellules dont le rdle est d’attirer et d’activer d’autres cellules a
effectuer la défense immunitaire. Le profil des principales cytokines, étant les
médiateurs des réactions immunitaires subséquentes, ainsi que leur rdle est
rapporté au tableau 6. Les premiéres cytokines produites sont celles de la phase
aigué, soit IL-1p, IL-6 et TNFa. Ces cytokines activent les lymphocytes T, les
lymphocytes B et les cellules NK [173]. Elles augmentent aussi la perméabilité
de I’endothélium permettant ainsi I’extravasation des leucocytes dans les tissus.
Le TNFo agit également de facon autocrine sur les macrophages afin

d’augmenter leurs fonctions biologiques dont la phagocytose [206].

En second lieu, il y a production de cytokines plus spécifiques afin de
déterminer le type de cellules activées et ainsi, déterminer le profil de la réaction
immunitaire subséquente. 1l y a production de IL-12 dont I’objectif est d’activer
les cellules T CD4+ en un phénotype de type Thl [207]. Le développement d’un
profil de type Thl permet I’activation des CPA et en particulier, des macrophages
via la sécrétion d’IFNYy. Cette activation des leucocytes permet d’amplifier la
réponse immunitaire et meéne a une réponse adaptive via I’activation des cellules
T [207]. La production de IL-12 en synergie avec la production de IL-18 permet

également une réponse anti-virale via I’action des cellules NK [208].
D’un autre cbté, la production de IL-10 meéne plutdt a ’activation des

cellules B a produire des anticorps et inhibe I’activité des CPA et I’activation des

lymphocytes Thl. La production de IL-10 favorise un phénotype Th2 et induit la
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sécrétion de cytokines anti-inflammatoires telles IL-4, IL-5 et IL-13 par les
lymphocytes Th2 [209].

Pour leur part, les chimiokines ont comme role principal, d’attirer les
leucocytes dans un site inflammatoire [210]. Elles sont divisées en trois familles
regroupées selon la position et le nombre de cystéines les composants; C, CC et
CXC. Généralement, les chimiokines de la classe CXC recrutent essentiellement
les neutrophiles alors que celles de la classe CC attirent les monocytes,
macrophages, lymphocytes, basophiles et €osinophiles [211, 212]. La classe C
regroupe seulement une chimiokine, la lymphotactine, qui est impliquée dans le

recrutement des lymphocytes [213].

Les macrophages produisent des chimiokines autant de la classe CXC
donc permettant d’attirer les neutrophiles mais aussi de la classe CC afin de
recruter plus de monocytes/macrophages dans un site inflammatoire. IIs vont
surtout produire MIP-2 (Macrophage Inflammatory Protein-2) et IL-8 (ou KC,
étant 1’équivalent chez la souris) dans la classe des chimiokines CXC [214-218].
Dans la classe de chimiokines CC, les macrophages vont essentiellement produire

MIP-10, MIP-1B et MCP (Monocyte Chemoattractant Protein) [219-222].

Les neutrophiles, tout comme les macrophages, produisent également des
chimiokines de la classe CXC et en particulier, IL-8/KC et GROa afin d’attirer
un plus grand nombre de neutrophiles dans un site inflammatoire [223, 224]. Ils
induisent aussi I’extravasation des monocytes/macrophages via la production des

chimiokines de la classe CC soit; MIP-1co et MIP-1P [224, 225].
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TABLEAU 6. PROFIL DES PRINCIPALES CYTOKINES PRODUITES.

Cytokine Produit par : Profil Fonctions
IL-1c Macrophages Thl Réponse inflammatoire contre les
IL-1B Monocytes infections
Cellules Augmente I’expression des facteurs
dendritiques d’adhésion
IL-2 Lymphocytes ThO Développement cellules T mémoires
Tauxilliaires Augmente la différenciation des
cellules CTL spécifiques
IL-4 Tauxilliaires Th2 Activation des cellules Bet T
Th2 Régulateur de I’immunité humorale et
adaptive
Différenciation des cellules B en IgE
Augmente la production de CMH 11
IL-5 Tauxilliaires Th2 Augmente la production de cellules B
Th2 et la production d’immunoglobulines
mastocytes Activation des éosinophiles
IL-6 Macrophages Thl Médiateur important de la fievre et de
Lymphocytes T la réponse inflammatoire aigué
IL-10 Th2, cellules B, | Th3 Inhibe la production de cytokines pro-
macrophages Th2 inflammatoires
IL-12 Macrophages Thl Différenciation des cellules T
Cellules Aide les actions des cellules T, NK et
dendritiques CTL
IL-13 Cellules Th2 Th2 Meédiateurs de réactions allergiques
Propriétés anti-inflammatoires
IL-17 CD4+CD45RO+ | Thl Effet immunitaire tres diversifi€ di au
nombre élevé de type de IL-17
Pro-inflammatoire et pro-allergéne
Augmente la production de cytokines
et de la PGE2
IL-18 macrophages Thl Augmente I’activité et la production
de cellules NK (synergie avec IL-12)
IL-23 Cellules T Thl Réponse inflammatoire contre les
Cellules NK infections
Monocytes Diminue I’infiltration des CD8+
Cellules Stimule la différenciation de CD4+ en
dendritiques cellules CD4+ Th17 (produit IL-17)
IL-27 CPA Thl Régule I’activité des cellules T et B
Différenciation en Th1
TNFo | Leucocytes Thl Déclenchement de I’inflammation
Cellules Associ€ a plusieurs maladies
endothéliales autoimmunes
IFNy Lymphocytes T | Thl Propriétés anti-virales et anti-
et cellules NK tumorales. Active les CPA
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1.6.3.2 L’extravasation

L’extravasation est le processus par lequel les leucocytes migrent dans un
tissu suite a une attraction par la production de cytokines et chimiokines.
L’extravasation se fait via I’interaction des molécules d’adhésion a la surface des
leucocytes avec leurs récepteurs sur les cellules endothéliales. Ces molécules
d’adhésion se divise en trois familles, illustrées au tableau 7, soit les sélectines,

les intégrines et certaines immunoglobulines [226-229].

Les sélectines sont essentiellement impliquées dans la premiére étape de
I’extravasation soit I’adhésion primaire des leucocytes aux cellules endothéliales
[230]. L’expression des sélectines est stimulée par la présence de bactéries, de
toxines et surtout, par la production de cytokines et chimiokines. La partie lectine
des sélectines se fixe aux glycans possédant des structures spécifiques de type
sialyl-Lewis* [230-234]. Cette interaction est dépendante de la présence du
calcium. La L-sélectine sert aussi de ligand pour les E- et P-sélectines [235].
Cette interaction est faible et se dissocie et se réassocie constamment permettant
ainsi le roulement des leucocytes sur les cellules endothéliales [236, 237]. Par la
suite, les leucocytes sont exposés a des chimioattractants et des médiateurs

inflammatoires.

La deuxieme étape de I’extravasation est ’adhérence et fait intervenir les
intégrines. Elle est le résultat de I’attachement de ces derniéres avec leur co-
récepteur sur les cellules endothéliales. Les intégrines sont des protéines
hétérodimériques composées d’une chaine o et une chaine B. Suite & une
stimulation inflammatoire, elles sont rapidement exprimées et mobilisées a la
surface cellulaire menant a une réduction de I’expression des sélectines [227].
Les ligands spécifiques des intégrines sont des molécules de surface de la famille
des immunoglobulines [238, 239] ou des protéines de la matrice extracellulaire

telle la fibronectine, la vitronectine, le fibrinogéne et des composants du
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complément [240-242]. Cette liaison, tres spécifique, se traduit par une adhésion

beaucoup plus forte des leucocytes aux cellules endothéliales.

La migration des leucocytes, aussi appelée diapédése, est la derniere étape du
processus d’extravasation et débute avec le mouvement des leucocytes adhérés
via les jonctions endothéliales cellulaires. Durant cette étape, de nouvelles
interactions se produisent au devant des cellules migrantes avec la jonction
membranaire et il y a ainsi, réduction de I’adhésion a la queue de la cellule afin de
favoriser la diapédese. Ces interactions se font principalement via PECAM-1
[243].

TABLEAU 7. PRINCIPALES MOLECULES D’ADHESION IMPLIQUEES DANS

L’EXTRAVASATION
Types Leucocytes Cellules oo i Roles
endothéliales
Sélectine L-sélectine E-sélectine Roulement des
P-sélectine leucocytes sur cellules
endothéliales
Intégrine LFA-1 ICAM-1 Adhésion forte des
Immunoglobuline | VLA-4 ICAM-2 leucocytes aux cellules
MAC-1 ICAM-3 endothéliales
VCAM-1
Immunoglobuline | PECAM-1 PECAM-1 Adhésion forte
HCAM MadCAM-1 Migration
transendothéliale
1.6.3.3 La phagocytose

La phagocytose est un mécanisme de défense immunitaire essentiel a
I’organisme. Une des fonctions les plus connues de la phagocytose est la défense
contre les corps étrangers résidant dans I’organisme. Cependant, ce mécanisme
est aussi trés important pour la destruction des cellules immunitaires défectueuses

ou en apoptose, ce qui permet d’éviter le relichement de substances
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potentiellement toxiques se retrouvant a l’intérieur des cellules qui peuvent

détruire les tissus de 1’organisme.

Tel que mentionné précédemment, les cellules phagocytaires possedent des
PAMP, ces récepteurs de surface reconnaissant des motifs hautement conservés a
la surface des pathogenes [168, 169, 244]. Ces derniers peuvent aussi avoir €t€
préalablement reconnu lors d’une réaction humorale et conséquemment, €tre
recouvert de molécules du complément ou d’IgG [245]. La liaison du pathogéne
a la surface de la cellule enclanche la transduction de signaux qui menent a la
polymérisation de I’actine favorisant la formation de pseudopodes pour englober
la particule a ingérer. Suite a I’ingestion, la dépolymérisation de I’actine méne a
la formation du phagosome qui pénetre la membrane cellulaire. Le phagosome se
fusionne par la suite a diverses vésicules commes les endosomes et les lysosomes
pour former le phagolysosome. Les enzymes hydrolytiques amenés par les
lysosomes dans le phagolysosome veillent a la destruction du pathogéne [173].
Ces leucocytes, via leur role de CPA, présenteront des divers peptides générés par
I’hydrolyse du pathogene a la surface de la cellule par les molécules du CMH

pour activer ainsi les lymphocytes.

1.6.3.4 La production de dérivés de ’oxygene et de I’azote

La phagocytose est le mécanisme impliqué dans la reconnaissance et
I’ingestion des corps étrangers. Par contre, la destruction des micro-organismes
dans le phagolysosome se fait via ses enzymes hydrolytiques (constituant des
lysosomes), ainsi que par la production de dérivés de I’oxygene, les ROS
(Reactive Oxygen Species) et les dérivés de 1’azote, les RNOS (Reactive
Nitrogen Species) [173]. La production de ses dérivés se fait principalement, via
I’activité des enzymes NADPH oxydase et NO synthase (Nitric Oxide Synthase)
[246, 247]. Les ROS et RNOS sont généralement considérés comme étant

indispensables a la défense primaire contre les invasions pathogéniques.
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Cependant, ils sont également impliqués dans la régulation de ’homéostasie
cellulaire, la prolifération cellulaire et conséquemment, dans la régulation des

réactions immunes et inflammatoires [248, 249].

La NADPH oxydase est rapidement activée par divers médiateurs tels les
chimiokines et les complexes immuns qui vont interagir avec les récepteurs
membranaires a la surface des cellules. Une fois activée, la NADPH oxydase
génere une tres grande quantité de ROS [250]. Cette enzyme utilise la NADPH
pour générer le produit final majeur, 1’anion superoxide (O»") provoquant ensuite

la génération (H,0;) hautement toxique selon ces réactions :

1) NADPH + H* 4+ 20, = NADP" + 2H" + 205’
2) 20, + 2H" > H202 + 0,

En plus de ces deux ROS majeurs, il y a génération de radicaux hydroxyl
(OH) et d’acide hypochloreux (HOCI) principalement par la myéloperoxidase,
une enzyme trés importante retrouvée dans les granules des neutrophiles [251,
252]. Tous ces composés de I’oxygene sont relachés dans les phagosomes et
oxident les lipides et protéines microbiennes. Ces dérivés peuvent étre relargués
dans le milieu extracellulaire, d’ou les dommages tissulaires observés dans des

circonstances pathologiques ou extrémes [253].

La génération de RNOS via la NO synthase dérive de la conversion de la
L-arginine en L-citrulline. Les RNOS se classent en deux catégories, les NO
synthases constitutives et les NO synthases inducibles. Les NO synthases
constitutives (NOS1 et NOS3) sont dépendantes du Ca®* alors que les NO
synthases inducibles (iNOS) sont induites via la présence de cytokines et de
stimuli inflammatoires et sont indépendantes du Ca®. Le principal RNOS
produit est le NO qui est reconnu pour posséder des effets pro-inflammatoires
mais aussi anti-inflammatoires. Paradoxalement, le NO inhibe 1’adhésion des

leucocytes mais est aussi trés présent dans les maladies autoimmunes [254-256].
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Le NO interagit avec le O2" pour former du péroxynitrite (ONOO") qui serait

impliqué dans la réduction de 1’adhésion des leucocytes [255, 257].

Le métabolisme de I’acide arachidonique via les cyclooxygénases (COX)
et les lipoxygénases (LOX) permet aussi la génération de molécules
particulierement importantes dans les réactions inflammatoires. Les COX
générent de I’hydroxyperoxy endoperoxide (PGG:) en incorporant de 1’oxygene
dans I’acide arachidonique. Le PGG; est converti ensuite par les
hydroperoxidases en prostaglandine H, (PGH,), le précurseur des prostaglandines
[258]. Les prostaglandines possedent un rdle important lors de la
vasoconstriction et de ’aggrégation des plaquettes [258]. L’acide arachidonique
est converti par I’enzyme 5-lipoxygénase (LOX-5) via I’insertion d’oxygene en
leukotriene A4, précurseur des leukotrienes [259]. Les leukotriénes sont
chimioattractants pour les neutrophiles et sont particulierement impliqués dans les
réactions asthmatiques et les allergies [260]. Les leukotrienes augmentent
également la production de cytokines et la génération de ROS par les leukocytes

[261].

1.6.4 La réaction inflammatoire

L’inflammation est une réponse de I’organisme face aux infections et aux
dommages tissulaires. Cette manifestation de 1’hdte peut étre bénéfique lors
d’une défense contre les pathogeénes invasifs; ou alors, elle peut étre
dommageable comme c’est le cas lors d’'une maladie autoimmune. Son rdle
principal est de permettre ’arrivée des médiateurs, protéines et cellules
immunitaires dans un tissu infecté ou subissant un stress physique, mécanique ou
chimique. Durant la réponse inflammatoire, les mécanismes impliqués autant

dans I’immunité innée qu’adaptive ont des roles importants a jouer.

L’inflammation est caractéris€ée par quatre signes cliniques résultant de

I’augmentation du volume sanguin et de I’infiltration de cellules inflammatoires
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dans les tissus. Ces signes sont la chaleur, la rougeur, la douleur et I’enflure
[262]. 1ls sont le résultat d’une augmentation du diamétre des vaisseaux sanguins
permettant une augmentation du volume sanguin circulant et une réduction de la

vitesse du flux sanguin [173].

La réaction inflammatoire est divisée en cinq étapes majeures caractérisant
la réaction inflammatoire aigu€, la réaction inflammatoire chronique et la
résolution de 'inflammation. Le tableau 8 résume ces étapes qui seront décrites

dans les sections subséquentes.

TABLEAU 8. ETAPES DE LA REPONSE INFLAMMATOIRE

Réaction inflammatoire Etape adild Caractéristiques
Aigué Vasodilatation Augmentation de la
Vasoperméabilité | perméabilité vasculaire causant
I’augmentation du  volume
sanguin
Aigug Infiltration des Elimination de I’agent
neutrophiles infectieux, des débris
cellulaires et production de
cytokines
Aigué et Chronique Infiltration des Elimination plus efficace de
macrophages et I’agent infectieux et des débris
lymphocytes cellulaires
Chronique Résolution Restauration de la structure
normale du tissu
Chronique Cicatrisation Reconstruction du tissu par les
fibroblastes et le collagéne

1.6.4.1 La réaction inflammatoire aigué

La fonction principale de la réaction inflammatoire aigué est de permettre
la réponse vasculaire, résultat de la vasodilatation, qui survient trés rapidement
suite au dommage tissulaire. Il y a augmentation de la perméabilité vasculaire
causant des altérations dans I’endothélium ce qui augmente le volume sanguin
entrant dans le tissu. L’augmentation du volume sanguin permet de diluer les

molécules toxiques s’accumulant dans le tissu et d’augmenter la circulation
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lymphatique. La réponse cellulaire aigu€ survient dans les minutes suivantes et
est caractérisée par la migration des leucocytes, principalement des neutrophiles,
et des protéines cellulaires dans le tissu. L’augmentation du volume sanguin
meéne a I’adhésion des neutrophiles sur les cellules endothéliales permettant par la
suite, le passage des neutrophiles dans le tissu adjacent. Les neutrophiles sont
attirés et activés dans le tissu par les facteurs chimiotactiques, ce qui permet la
destruction de I’agent infectieux, I’élimination des débris cellulaires et la
production des cytokines nécessaires aux réactions subséquentes.  Les
neutrophiles sont responsables de la nécrose tissulaire par la libération des

enzymes lysosomiales [263].

L’infiltration des neutrophiles est suivie par I’infiltration des cellules
mononuclées soit, les lymphocytes et les macrophages. Les macrophages sont
également activés par les facteurs chimiotactiques et sont responsables de
I’élimination des agents infectieux et des débris tissulaires restants, ainsi que de
I’élimination des neutrophiles nécrotiques ou apoptotiques. Si I’infection est
éliminée et que les dommages tissulaires sont minimes, les macrophages peuvent
permettre la résolution de I’inflammation et ainsi, le retour a la structure normale

du tissu.

1.6.4.2 Les cellules de la réaction inflammatoire aigué

Mastocytes et basophiles
Les mastocytes dans les tissus et les basophiles du sang sont responsables de la

premiére étape de la réaction inflammatoire soit, ’augmentation de la
perméabilité vasculaire [264]. La dégranulation de ces cellules permet le
relaichement de I’histamine et la sérotonine causant la contraction des cellules
endothéliales et la vasodilatation [264, 265]. Les métabolites dérivant du
métabolisme de I’acide arachidonique, les prostaglandines et les leukotriénes, sont

les principaux médiateurs des réactions inflammatoires. Or, I’acide arachidonique
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provient de la dégradation des phospholipides membranaires, relachés des

mastocytes lors de la réaction inflammatoire aigué, par des phospholipases [265].

Les prostaglandines dérivent de la voie de la cyclooxygénase caractérisée
par I’oxidation de I’acide prostanoique. Les différentes prostaglandines sont
caractérisées par différentes liaisons non-saturées. Les prostaglandines PGE?2 et
PGD?2 sont les plus importantes pour la réaction inflammatoire; elles provoquent

la vasodilatation et la perméabilité vasculaire [258].

Pour leur part, les leukotrienes dérivent de la voie de la lipoxygénase et
sont générés par les mastocytes et la plupart des leucocytes [266]. Les
leukotriénes sont chimiotactiques pour les éosinophiles et les neutrophiles. 1ls
favorisent 1’adhésion des neutrophiles, leur dégranulation ainsi que la génération

de ROS [260].

Les mastocytes et les basophiles sécretent différentes cytokines dont IL-2,
IL-3, IL4, IL-5, IL-6, GM-CSF, TNFo et IFNy. Ce profil de sécrétion de
cytokines par les mastocytes est plutét impliqué dans des réactions
anaphylaxiques en favorisant la différenciation des cellules CD4+ en cellules Th2

ainsi que le production d’IgE par les cellules B [263].

Neutrophiles
Les neutrophiles sont les cellules majeures de la réaction inflammatoire aigué€ et

sont également les cellules sanguines les plus abondantes constituant de 50 a 70%
des leucocytes sanguins [267]. Les facteurs de croissance hématopoiétiques GM-
CSF, G-CSF (Granulocytes Colony Stimulating Factor) et M-CSF (Macrophage
Colony Stimulating Factor) ainsi que la cytokine IL-3, également appelée multi-
CSF (Multi Colony Stimulating Factor), ont pour role d’induire la production et la

différenciation des neutrophiles dans la moélle osseuse [268].
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Les neutrophiles sont attirés au site inflammatoire par de nombreux
facteurs chimiotactiques dont, les composants du complément (surtout la protéine
C5a), le leukotriene B4 et IL-8. La stimulation par ces facteurs chimiotactiques
permettent aux neutrophiles de migrer au site inflammatoire, d’effectuer la
phagocytose, de sécréter le contenu de leur granules et d’activer le systeme de la

NADPH oxidase pour générer des ROS [269].

Plusieurs molécules d’adhésion sont impliquées dans la migration des
neutrophiles au site inflammatoire (tableau 7). Elles sont responsables de
I’interaction neutrophiles-cellules endothéliales. L’expression de ces molécules
d’adhésion est augmentée lors d’une réaction inflaimmatoire permettant ainsi,
I’augmentation de la quantité de cellules immunitaires au site inflammatoire

[270].

De plus, les neutrophiles sont également constitués de lysosomes. Ces
vésicules sont importantes dans les fonctions des neutrophiles en leur permettant
de détruire les pathogenes ingérées et de réguler différents processus
physiologiques et pathologiques. Les principales enzymes présentes dans ces
lysosomes sont la myéloperoxidase, la lactoferrine, le lysozyme, la collagénase et
certaines défensines [271-274]. La myéloperoxidase (MPO) est impliquée dans la
conversion du peroxyde d’hydrogéne en acide hypochloreux, un des composés
antimicrobiens les plus puissants [275, 276]. Pour sa part, la lactoferrine
séquestre le fer afin de prévenir la croissance des organismes ingérés [277]. Les
défensines sont de petites molécules possédant des effets cytotoxiques sur une
large variété de micro-organismes [274, 278]. Donc, le rble majeur des
neutrophiles est la destruction des pathogénes par un processus de phagocytose et

de protéolyse via le reldichement des enzymes présentes dans les lysosomes.

Eosinophiles
Les éosinophiles sont retrouvés dans deux types d’inflammation aigu€, les

allergies et la défense parasitaire. Ces cellules réagissent a des facteurs
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chimiotactiques spécifiques tel I’histamine, le facteur chimiotactique
d’éosinophile A, le promoteur de stimulation d’éosinophile et des extraits de
parasites. L’activation des éosinophiles est associée a une vasoconstriction
intense de certains tissus, en particulier le poumon. La vasoconstriction du
poumon meéne ensuite a ’augmentation de la perméabilité vasculaire créant
I’cedéme pulmonaire [279]. La peroxidase de 1’éosinophile, la MBP (Major Basic
Protein) et la EDN (la neurotoxine-dérivée de 1’éosinophile) constituent 90% du
contenu des granules des €osinophiles [279]. Ces protéines sont responsables du
syndrome de détresse respiratoire associ€ au choc anaphylactique en augmentant
les fluides et les cellules dans 1’espace alvéolaire a travers des dommages causés
directement aux cellules endodermales [263]. Les molécules d’adhésion des
éosinophiles sont similaires a celle des neutrophiles. Cependant, une adhésion de
haute affinité est spécifique aux €osinophiles et survient aprés la production de
IL-4 qui active I’expression de VCAM-1 sur les cellules endothéliales qui
s’associe ensuite avec l’intégrine 04f1 (VLA-4) sur I’éosinophile. Les
neutrophiles ne peuvent adhérer aux cellules endothéliales dans ces conditions

[263].

1.6.4.3 Le role de la voie du complément dans la réaction

inflammatoire aigué

La voie du complément fait intervenir plus de vingt protéines sériques
menant a la production de molécules activées qui amplifient les réactions
inflammatoires. L’activation du complément se fait via deux voies distinctes : la
voie d’activation classique initi€e par des réactions anticorps-antigéne et la voie
d’activation alternative initiée par certaines composantes bactériennes.
L’activation se fait a la surface des cellules et implique de nombreuses
interactions moléculaires menant a la formation de fragments et complexes de
protéines actifs. Les fragments du complément sont relachés permettant de

stimuler de nombreuses fonctions inflammatoires dont la chimiotaxie des

45



leucocytes, I’augmentation de la phagocytose et I’augmentation de la perméabilité

vasculaire [280].

Voie classique d’activation du complément

La voie classique d’activation du complément débute par la liaison de la molécule
C1 sur un anticorps a la surface cellulaire. La molécule C1 peut lier un anticorps
de type IgM ou deux anticorps de type IgG suffisament rapprochés pour étre
reconnu par C1. Donc, les anticorps de type IgM sont beaucoup plus efficace
pour activer la voie classique du complément. Une fois Cl attaché sur une
molécule d’anticorps, il s’active et peut dissocier les molécules du complément
C2 et C4 en deux fragments (C2a et C2b, C4a et C4b). Les fragments C4a et C2b
sont relachés et possédent des activités inflammatoires alors que les fragments
C2a et C4b s’associent ensemble formant une enzyme appelée C3 convertase. La
C3 convertase permet également la génération de deux fragments soit C3a et C3b
dérivant de la molécule C3. Le fragment C3a est relaché et posseéde des activités
anaphylaxiques alors que C3b s’associe a C2aC4b devenant I’enzyme C5
convertase générant les fragments C5a et C5b. Pour sa part, le fragment C5b se
lie a la surface cellulaire alors que CS5a est reliché et possede des activités
anaphylaxiques et chimiotactiques importantes pour la réaction inflammatoire
aigu€. La liaison de C5b a la surface permet de créer un complexe moléculaire
avec les molécules C6, C7, C8 et C9. Ce complexe moléculaire est responsable

de la formation d’un canal a la surface membranaire permettant la lyse cellulaire.

Voie alternative d’activation du complément

Cette voie alternative est activée par des molécules microbiennes ou autres tel le
LPS, le zymosan ou des IgA. Le facteur d’initiation, le facteur B et le facteur D
interagissent entre eux comme le font les molécules C1, C2 et C4 de la voie
classique pour former un complexe agissant comme l’enzyme C3 convertase
formant ainsi le complexe Bb, D et C3b. La properdine va ensuite s’associer

créant un complexe agissant comme la C5 convertase. Ce dernier interagit avec la
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C5 de la voie classique permettant de rejoindre ainsi les étapes de la voie

classique d’activation du complément.

1.6.4.4 La réaction inflammatoire chronique

La réponse cellulaire chronique survient dans les jours suivants si
Iinfection ou le dommage tissulaire est plus sévere et ne peut étre contrdl€ par la
réponse aigué. Elle est caractérisée par la migration plus importante dans le tissu
des monocytes/macrophages et des lymphocytes. Les macrophages permettent
ainsi, la destruction microbienne efficace et la disparition des débris cellulaires et
tissulaires permettant d’initier la phase de résolution de la réaction inflammatoire.
La résolution survient dans les jours et semaines suivants et est caractérisée par la

restauration et la cicatrisation du tissu.

Les cytokines possédent un rdle essentiel dans le développement et
I’amplification de la réponse inflammatoire. Parmi les cytokines les plus
importantes dans la réaction inflammatoire chronique, notons, IL-1, IFNY, TNF,

IL-2 et TGF-p.

IL-1

L'IL-1 comprend trois génes portés par le chromosome 2 et qui présentent de
nombreuses homologies : IL-l1c, IL-1B et IL-1 Ra (Interleukin-1 Receptor
Antagonist). Ces 3 protéines se fixent sur le récepteur de I'IL-1. La protéine IL-1
Ra ne se fixe que sur la partie IL-1 RI du récepteur et empéche alors l'activation

du signal intra-cellulaire, ce qui bloque les effets de IL-1 [281].

Les deux cytokines, IL-1o et IL-18, posseédent des roles similaires et sont
produits par les macrophages, les cellules dendritiques, les cellules T et B et les

cellules endothéliales. Son rdle dans I’inflammation est relié€ a la stimulation de la
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production de nombreuses autres cytokines dont les facteurs de différenciation G-
CSF et GM-CSF. Son interaction avec ces facteurs de différenciation favorise la
production de cellules inflammatoires par la moélle osseuse. IL-1 induit la fievre,
la léthargie et stimule la production de PGE2 contribuant ainsi a I’amplification
de la réaction inflammatoire mais surtout, aux symptdmes associés a

I’inflammation.

IFNy

L’IFNy est produit par les lymphocytes et les cellules NK afin d’attirer et
d’activer les macrophages. Il permet d’augmenter I’expression de récepteurs a la
surface cellulaire et de favoriser la production de d’autres cytokines
inflammatoires dont IL-1 et TNF. Il synergise avec de nombreuses cytokines

inflammatoires afin d’amplifier la réaction inflammatoire chronique [282].

TNF

La famille du TNF posséde deux membres majeurs impliqués dans les réactions
inflammatoires soit, TNF-o. et TNF-B. Leurs roles sont diversifiés mais les plus
importants dans les réactions inflammatoires sont, la stimulation de 1’expression
de molécule du CMH de classe 1 sur les fibroblastes et les cellules endothéliales,
la synergie avec I’IFNy afin de stimuler I’expression des molécules du CMH de
classe II sur plusieurs cellules immunitaires, favoriser [’activation des
macrophages et la production de IL-1. Le TNF provoque la fievre, I’hypotension

et la cachexie.

IL-2

IL-2 est produit par les lymphocytes T activés et une petite proportion de cellules
B activées. 1l agit de fagon autocrine afin de favoriser la prolifération des
lymphocytes T ou B. Son rdle majeur dans I’inflammation est indirect et
concerne essentiellement 1’augmentation de la production de IL-1 et JFNy. IL-2

agira aussi sur le macrophage afin de favoriser sa cytotoxicité.
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TGF-p

Trois isoformes de TGF-B sont présents chez I’humain, le TGF-B1, TGF-B2 et
TGF-B3. Le TGF-B1 est produit par les macrophages, les cellules T et B, les
fibroblastes et les cellules endothéliales. Le TGF-B1 est chimiotactique pour les
leucocytes, contréle la production de cytokines et posséde un réle majeur dans la
résolution et la réparation du tissu [283]. 1l agit de fagcon autocrine afin de

favoriser sa propre production et la cicatrisation des tissus.

Les chimiokines possédent €galement de nombreux rdles dans la réaction
inflammatoire chronique. 1l existe quatre groupes de chimiokines soit i) -
chimiokines (CC), ii) o-chimiokines (CXC), iii) 7y-chimiokines (C) et iv)
fractaline et neurotactine (CX3C) [284]. Les chimiokines permettent d’attirer les
lymphocytes, les monocytes et/ou les neutrophiles [284]. Elles ne favorisent pas
la production de cytokines mais plutot la production d’histamine, dans le cas des
chimiokines favorisant les réactions allergiques, et de défensines. Cette
production d’histamine et de défensines a pour role d’augmenter 1’attraction de

cellules inflammatoires [263].

1.6.4.5 Les cellules de la réaction inflammatoire chronique

Lymphocytes

Les lymphocytes sont trés présents lors de la réaction inflammatoire chronique et
sont attirés et activés par les cytokines produites lors de la réaction inflammatoire
aigué et par les molécules d’adhésion [285]. Les lymphocytes ainsi activés
produisent des médiateurs de réactions inflammatoires tel que I’IFNy qui active
les macrophages. Les lymphocytes recrutés dans un tissu peuvent directement
attaquer les cellules cibles ou les microorganismes. Généralement, la présence de
lymphocytes dans un tissu lors de la réaction inflammatoire chronique provoque

le développement d’autoimmunité. Ce sont les cellules effectrices spécifiques
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responsable de la cytotoxicité (T CD8+) ou des réactions d’hypersensibilité
retardée (T CD4+) [173, 263].

Macrophages

Les macrophages représentent la forme mature des monocytes, qui sont des
cellules circulantes présentes dans le sang a raison de 5 a 10% des leucocytes
sanguins totaux [286]. Le développement des monocytes et des macrophages se
déroulent dans la moélle osseuse et comprend les étapes suivantes; le monoblaste,
le promonocyte, le monocyte dans la moélle osseuse, le monocyte en circulation
et le macrophage dans les tissus. Durant la différenciation, des granules
intracellulaires sont formés et contiennent diverses enzymes permettant de
détruire les particules ingérées dont, des protéases neutres (collagénase et
élastase), des hydrolases acides (sérine protéase, lipase, polysaccharidase) ainsi
que des défensines [287]. Les macrophages sont présents dans de nombreux
tissus ou ils porteront différentes appellations. On retrouve par exemple, les
cellules de Kupffer dans le foie, les macrophages alvéolaires dans les poumons,
les ostéoclastes dans les os et se nommeront tout simplement macrophages, ces

mémes cellules qui sont présentes dans la rate et dans les tissus lymphoides [287]

Les macrophages jouent un role essentiel dans le développement de la
réaction inflammatoire chronique. Généralement, les macrophages infiltrent le
tissu plusieurs heures aprés I’arrivée des lymphocytes. De nombreux médiateurs
produits soit par les lymphocytes ou par d’autres cellules immunes et non-
immunes, sont nécessaires a ’attraction des macrophages au site inflammatoire.
Parmi ceux-ci, I'IFNYy produit par les lymphocytes est le plus important médiateur
impliqué dans I’attraction des macrophages au site inflammatoire mais également,
dans leur activation [282]. Les macrophages sont aussi attirés par la molécule de
complément C5a ainsi que par IL-8. Pour sa part, la chimiokine MIF (migration
inhibitory factor) est plutét impliquée au site inflammatoire afin de retenir les

macrophages dans le tissu.
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La fonction principale des macrophages est la phagocytose afin de
permettre 1’élimination des bactéries et débris tissulaires. Comme il a été
mentionné précédemment, la phagocytose par les macrophages est stimulée par la
présence d’anticorps ou de molécules du complément. L’activation des
macrophages par ces médiateurs ou par les différentes cytokines et chimiokines
présentes au site inflammatoire permet d’augmenter leur capacité de phagocytose
et d’augmenter I’expression de récepteurs a la surface afin de favoriser la
reconnaissance d’antigéne ou d’anticorps [288]. Leur activation permet aussi une
modification dans le contenu des enzymes lysosomiales ayant comme
conséquence, d’augmenter leur activité cytotoxique et finalement, de permettre la

production de cytokines [289].

1.6.4.6 Le systéeme de coagulation et de cicatrisation

L’activation du syst¢éme de la coagulation survient lors de toute réaction
inflammatoire significative et permet de générer des médiateurs inflammatoires
indispensables. Le systeme de la coagulation répond a des stimuli inflammatoires
et provoque la formation d’aggrégats de plaquettes et de protéines insolubles
dérivant de protéines solubles, la fibrine. Les aggrégats de fibrine permettent
I’arrét du saignement suite aux dommages tissulaires. Le systeme fibrinolytique
est par la suite activé et est responsable de la dissolution de la fibrine restaurant la
circulation dans le tissu. Cette réaction permet aussi I’initiation de la réparation
par les fibroblastes lesquels ne peuvent se développer adéquatement en présence
de fibrine [290].

L’étape de la cicatrisation et de la résolution commence durant la derniére
phase de la réaction inflammatoire. Les médiateurs chimiotactiques et les facteurs
de croissance présents dans le tissu permettent la migration cellulaire et la
prolifération des cellules nécessaires a la cicatrisation. Parmi ces cellules, notons

un rdle important apporté par les plaquettes, les cellules endothéliales, les
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fibroblastes et les macrophages [291]. Les plaquettes produisent le premier facteur
de croissance nécessaire a I’étape de cicatrisation, le PDGF (platelet-derived
growth factor). Tel que mentionné précédemment, les macrophages éliminent les
débris tissulaires mais produisent également des cytokines et facteurs de
croissance dont IL-1, IL-6, TNFa, TGF-B, PDGF et FGF (fibroblast growth

factor) régulant la prolifération des fibroblastes.

Le FGF stimule la production de cellules endothéliales et de fibroblastes
nécessaire pour I’initiation de la phase de prolifération cellulaire et la formation
du tissu. Pour leur part, le PDGF et le TGF-f stimulent la différenciation du tissu
connectif et la formation de la matrice extracellulaire ainsi que I’expression des
genes de collagene et de fibronectine nécessaire a la cicatrisation. De plus, il
posseéde un rdle régulateur important permettant de limiter la prolifération de
certaines cellules inflammatoires. Malgré le role essentiel des macrophages dans
I’élimination des pathogénes et débris tissulaires, le TGF-f permet de limiter les
dommages tissulaires lors de la résolution de I’inflammation en inhibant la
production de ROS. Les facteurs de croissance épidermiques sont
chimiotactiques pour les cellules épithéliales et permettent de reconstituer

I’épithélium suite aux dommages tissulaires [263, 291].

Les protéoglycans sont essentiels a I’étape de cicatrisation et a la
résolution de la réaction inflammatoire. 1Ils sont constitués d’une protéine
associée a une ou plusieurs chaines glycosaminoglycanes. De nombreuses
protéines peuvent lier les glycosaminoglycans qui par la suite, s’associent a des
composants de la matrice extracellulaire, des cellules ou des facteurs de
croissance [292]. Chacune des glycosaminoglycanes ont une charge négative leur
permettant de lier plusieurs substances. Cette liaison entre le protéoglycan et les
facteurs de croissance empéche la dégradation de ces facteurs. La restructuration
de la matrice extracellulaire nécessite la synthese par les fibroblates de collagéne

et de fibres de tissu connectif. Ces molécules s’attachent ensuite a la surface

cellulaire et aux molécules de protéoglycans afin de restructurer la matrice
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extracellulaire. Les kératinocytes viennent également s’attacher a la matrice et

aux protéoglycans pour permettre la formation de I’épithélium [292].

1.6.5 Le développement des maladies inflammatoires

Un systeme immunitaire dysfonctionnel mene au développement de
maladies inflammatoires. Généralement, ces maladies impliquant le
développement d’une réaction inflammatoire sévere et non régulée sont des
maladies autoimmunes. L’autoimmunité est une défaillance du systeéme
immunitaire se défendant contre des composantes du soi qui sont reconnues
comme étant du non-soi. Tout d’abord, des prédispositions génétiques semblent
fortement impliquées dans le développement de maladies autoimmunes [293,
294]. De plus, des facteurs environnementaux tels les infections virales et

bactériennes peuvent favoriser le développement de la maladie [294, 295].

Plusieurs cellules immunitaires sont impliquées dans le développement et
I’amplification des maladies autoimmunes. Les lymphocytes jouent de nombreux
réles notamment via la production d’auto-anticorps par les cellules B dans
diverses pathologies dont les mieux connues sont le lupus érythémateux
systémique [296-299] et ’arthrite rhumatoide [299-301]. Les lymphocytes T
autoréactifs sont également trés impliqués dans les maladies autoimmunes. En
effet, les lymphocytes T CD8+ sont responsables via leurs activités cytotoxiques
de la destruction des tissus et cellules environnantes dans la dermatite [302-304],
du psoriasis [305, 306] ainsi que dans certaines pathologies inflammatoires de
I’intestin [307-309]. De plus, des études ont démontré que les cellules T CD8+
étaient, en partie, responsables de la destruction des ilots pancréatiques associés
au diabete de type 1 [310-313]. Par ailleurs, de nombreuses pathologies
autoimmunes résultent d’une activité accrue des lymphocytes T CD4+
autoréactifs. Ces cellules ont aussi €été reconnues comme jouant un rdle
prédominant dans le développement du diabete de type 1 [314, 315], ’arthrite

rhumatoide [316] et le lupus érythémateux systémique [317].
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Finalement, les monocytes/macrophages et les cellules polynucléaires
sanguins ont d’importants roles a jouer dans le développement mais surtout
I’amplification des réactions autoimmunes. Le développement de nombreuses
maladies autoimmunes nécessite la présentation d’auto-antigénes aux cellules T;
cette présentation s’effectue via les CPA qui sont généralement des cellules
dendritiques ou des macrophages [318-320]. La présentation antigénique
provoque ensuite la production de cytokines inflammatoires qui contribuent a
amplifier la maladie, notamment I’IFNy et IL-12 [321, 322]. Effectivement, de
nombreuses cytokines pro-inflammatoires ont €été identifiées dans le sérum de
patients atteint de maladies autoimmunes dont I’arthrite, le diabéte et le lupus
érythémateux systémique [322-325]. Cette production non seulement de
cytokines mais aussi de chimiokines, permet le recrutement de cellules
inflammatoires dans un tissu et amplifie ainsi la réaction inflammatoire associée
aux maladies autoimmunes [322, 326]. De plus, une expression de molécules
d’adhésion anormale a aussi ét€ associée a un recrutement des cellules
inflammatoires non contr6lé dans les maladies autoimmunes [327]. 11 est
également connu que ces cellules produisent des dérivés de 1’oxygéne (ROS) et
de I’azote (RNOS) et que ces produits oxydants sont associés a diverses
pathologies autoimmunes [328-331]. Les lésions et dommages tissulaires

survenant dans une maladie autoimmune sont causés, entres autres, par le

relachement de ROS et de RNOS dans le tissu environnant [331-333].

1.6.6 Les principaux modéles animaux d’inflammation

La démonstration des effets immunomodulateurs et en particulier, des
effets anti-inflammatoires par la consommation d’aliments fonctionnels et de

probiotiques a été rapportée dans différents modeéles animaux. Cette section

décrit les principaux modeles animaux utilisés afin de démontrer ces bienfaits.
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1.6.6.1 Modeéle de la dermatite de contact

Depuis la découverte d’un transfert passif chez la souris lors d’une réaction
d’hypersensibilit¢é de contact en 1959 [334], de nombreuses études sur
I’hypersensibilité ont été effectuées. Le modele de la dermatite de contact a été
développé et utilisé pour la premiere fois par Asherson et Ptak en 1968 [335].
Ces auteurs ont rapporté que les rongeurs peuvent facilement subir une
immunisation par application d’agents chimiques sur I’abdomen, agissant dans ce
modele comme hapténe. Ensuite, une réaction inflammatoire se produit au site de
contact suite a une ré-exposition a I’agent chimique [335]. Les agents chimiques
les plus communément utilisés sont le 2-phenyl-4-étoxyméthyléne oxazolone
[336], le chlorure de picryl [335], 1-chloro-2,4-dinitrochlorobenzéne (DNCB)
[337], 2,4-dinitro-1-fluorobenzéne (DNFB) [335] et le tétraméthyl p-
phénylediamine [335].

La dermatite de contact est une pathologie différente de celle de la dermatite
atopique malgré des symptomes et des réactions immunitaires similaires. La
dermatite atopique est une pathologie de type allergique se développant
principalement chez les enfants. Elle est caractérisée par une concentration
sérique élevée d’IgE [338, 339]. Les facteurs génétiques, 1’age et
I’environnement sont trés importants pour le développement de la dermatite
atopique [338]. Pour sa part, la dermatite de contact est indépendante des facteurs
génétiques et environnementaux et est caractérisée par une réaction au site de
contact avec I’hapténe impliqué dans la maladie. Les dermatites de contact les

plus souvent rencontrées sont les réactions au nickel et au latex.

Le modele murin de la dermatite de contact posséde 1’avantage principal de
pouvoir étre facilement quantifiable permettant ainsi, de démontrer le potentiel
anti-inflammatoire d’un agent thérapeutique. En effet, la réaction inflammatoire
se développe au niveau de I’oreille, celle-ci €tant le site de ré-exposition a 1’agent

irritant. La mesure de 1’épaisseur de I’oreille de I’animal permet donc d’évaluer
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le degré d’inflammation [340]. L’application de I’agent irritant permet le
développement d’une réaction inflammatoire de plus de sept jours avec une

inflammation maximale apres 24 a 48 heures [341].

Les principales étapes

Phase afférente : la sensibilisation

Lors du contact de la peau avec I’agent irritant, les kératinocytes sécretent les
cytokines inflammatoires TNFo. et GM-CSF ce qui meéne a I’activation des
cellules de Langerhans. Les cellules de Langerhans ainsi activées sécretent des
cytokines inflammatoires, IL-12, IL-6, IL-1P et IFNYy [342, 343]. De plus, il y a
augmentation de I’expression a la surface de leur molécule du CMH. Les cellules
de Langerhans, étant un membre important de la famille des cellules dendritiques,
sont les principales CPA de la peau et par le fait méme, sont trés importantes dans

le développement de réactions immunitaires cutanées.

Les cellules de Langerhans peuvent ainsi lier I’hapténe directement sur leur
molécule du CMH a leur surface ou I’internaliser dans un complexe antigénique.
Par la suite, les cellules de Langerhans migrent via les vaisseaux lymphatiques
afférents aux ganglions lymphatiques régionaux ou il y a présentation aux cellules
T naives [344, 345]. Dans les ganglions, les cellules de Langerhans interagissent
avec les cellules T via DI’expression d’un grand nombre de complexes
moléculaires CMH-antigéne. Durant la présentation, les cellules de Langerhans
sécretent de grandes quantités de IL-12. Par la suite, IL-12 favorise le
développement des cellules vers la voie Thl et Tcl. L’activation via les
complexes CMH-antig¢éne meéne a la production de cellules T activées qui
circulent dans les tissus périphériques. Les cellules effectrices CD4+ et CD8+
sont impliquées dans la réaction d’hypersensibilité [302, 346]. Cependant, il est
clairement démontré que les cellules T CD8+ ont un rdle majeur dans le

développement et I’amplification de la maladie [346, 347].
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Phase efférente : 1’élicitation (ou challenge)

Lors d’une ré-exposition a I’agent irritant, les cellules de Langerhans captent
I’antigéne et le présentent aux cellules T activées dans les tissus périphériques.
Les cellules T effectrices migrent ensuite dans le derme au site de contact et ainsi,
activent les cellules de Langerhans et les kératinocytes a sécréter les cytokines IL-
18, IL-6, TNFo, GM-CSF et les chimiokines MIP-1a. et MIP-2. Cette
production de cytokines et chimiokines permet le recrutement de cellules CD8+

effectrices, monocytes/macrophages et de neutrophiles dans le derme.

L’infiltration des cellules T CD8+ est reliée avec 1’apoptose des
kératinocytes suggérant que les cellules épidermales sont les cibles des
lymphocytes T cytotoxiques effecteurs [348]. L’apoptose des kératinocytes
survient due a une augmentation de molécules telles que perforine, granzyme B et
Fas ligand suggérant I’implication des deux mécanismes de 1’apoptose dans la

dermatite de contact [349-351].

La régulation

11 a été mentionné précedemment que les cellules CD4+ sont aussi impliquées
et recrutées lors du développement de la maladie. Pour leur part, ces cellules sont
plutét impliquées dans la régulation et la résolution de la maladie [346]. Les
cellules T régulatrices, via la production de IL-10 ont aussi démontré un
mécanisme de régulation de la maladie relié a I’inhibition de la production de IL-
12 et de la capacité des cellules dendritiques a activer les lymphocytes [352, 353].
Finalement , les cellules Th2 via la production de IL-4 possédent aussi un role

dans la régulation de la dermatite de contact [354].

1.6.6.2 Modeéle de la poche d’air « Air Pouch »

Le modele de la poche d’air a ét€ développé par Selye dans les années

1950 dans le but d’évaluer quantitativement divers facteurs régulant les réactions
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inflammatoires [355]. L’injection d’air stérile sous-cutanée dans le dos de
rongeurs, méne au développement en 6 jours d’une structure cellulaire contenant
majoritairement des fibroblastes (50-90%) et des macrophages (10-50%) [356].
Cette structure est similaire a la membrane synoviale autant morphologiquement
que dans ses activités cellulaires. 1l a ét€ démontré que les réactions immunitaires
impliquées dans le modele de la poche d’air sont similaires a celles impliquées
dans I’arthrite rhumatoide [357]. L’injection d’un irritant dans la poche d’air
conduit au développement d’une réaction inflammatoire aigué caractérisée
majoritairement par l’infiltration de neutrophiles [358]. Par exemple, lors de
I’injection de LPS, plus de 85% des cellules recrutées sont des neutrophiles [358,
359]. 1l est connu que la période d’incubation permettant un recrutement
cellulaire maximal suite & I’injection de lirritant est de six heures [360].
Effectivement, la concentration de neutrophiles dans la poche d’air aprés une
période d’incubation de six heures est entre 15 et 20 millions ce qui est nettement
supérieure a la quantité de neutrophiles présents initialement en circulation. Cette
période de temps est suffisament longue pour permettre une différenciation des
neutrophiles a partir de la moélle osseuse qui vont en circulation pour ensuite,

migrer dans la poche d’air [360].

Le développement d’une réaction inflammatoire dans le modele de la
poche d’air est dépendant de I’action des macrophages et du TNFo.. Des études
antérieures a I’aide de ce modele chez des rongeurs déficients en macrophages ou
en TNFo ont démontré I’inhibition de I’extravasation des leucocytes suite a
I’injection de LPS [361]. L’injection de LPS dans la poche d’air déclenche la
production de TNFo par les macrophages et cette cytokine est responsable du
recrutement des neutrophiles [362]. La production de TNFo. méne a une réaction
autocrine afin de favoriser la production d’autres cytokines et chimiokines par les
macrophages qui auront des activités chimioattractives pour les neutrophiles [363,
364]. L’analyse de I’exudat cellulaire permet d’évaluer I’effet d’un produit ou

drogue sur le développement d’une réaction inflammatoire soit par la
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concentration de cellules recrutées ou par le profil de cytokines et chimiokines,

indiquant le degré d’activation des cellules immunitaires.

1.6.6.3 Modéle de la polyarthrite rhumatoide

L’arthrite rhumatoide est une maladie autoimmune caractérisée par le
développement d’auto-anticorps contre des antigenes du soi [365, 366]. Les
cellules B, outre la production d’auto-anticorps, jouent un role prédominant dans
le développement de I’arthrite rhumatoide. Effectivement, elles remplissent un
role de CPA en présentant les antigénes aux cellules T et ainsi, activent ces
cellules, particulierement les cellules T CD4+ [367-369]. La production de
cytokines et chimiokines provoque ensuite le développement de I’inflammation en
attirant les cellules inflammatoires, en majorité les neutrophiles [370-374]. De
nombreuses études ont identifi€ le role de la nutrition dans le développement et
I’amplification de I’arthrite rheumatoide [375]. Conséquemment, il a été rapporté
que la consommation de plusieurs produits nutraceutiques améliore les

symptomes et diminue les réactions inflammatoires [376-380].

Le modele d’arthrite induit par le collagéne est le modele se rapprochant le
plus de I’arthrite rhumatoide se développant chez I’humain [381, 382]. Ce
modele est aussi caractéris€ par le développement d’auto-anticorps et fait
intervenir les cellules B et les cellules T pour permettre le recrutement de cellules
inflammatoires tout comme chez I’humain [383, 384]. L’injection de collagéne
issu de cartilage provoque le développement d’une auto-immunité contre le
collagéne menant a la destruction des articulations et conséquemment, a
I'inflammation. La premiére phase de la maladie apparait suite au dépot
d’anticorps sur la surface du cartilage. L’inflammation se développe rapidement
avec la destruction du cartilage articulaire par les cellules inflammatoires en

seulement quelques jours. De nombreuses études démontrent I’implication

essentielle des neutrophiles dans le développement et le maintien de I’arthrite
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rhumatoide. Il est connu que les neutrophiles contribuent & I’inflammation en
libérant le contenu enzymatique de leurs granules par exemple, la
myéloperoxidase, 1’élastase, la collagénase, ce qui cause des dommages
irréparables aux tissus. Les neutrophiles produisent aussi des cytokines et des
chimiokines inflammatoires qui contribuent au recrutement et a I’activité des

cellules immunitaires [385-388].

1.6.6.4 Modele d’inflammation intestinale

Les produits nutraceutiques et en particulier, les probiotiques sont souvent
étudiés quant a leurs effets sur les maladies inflammatoires de I’intestin. De
nombreux modeles animaux de colite ulcéreuse ou d’inflammation intestinale ont
été développés. Ces modeles peuvent étre classé€s en cinq catégories soit : i)
I’inactivation de génes (Gene Knockout); ii) les modeles transgéniques de colites;
iii) les modeles spontanées de colites; iv) les modeles inductibles de colites et v)
les modeles de colites par transfert adoptif [389]. Parmi ceux-ci, les modeles
d’inflammation intestinale induit chimiquement par le « dextran sulfate sodium »
(DSS) [73, 390-393] et le « trinitrobenzene sulfonic acid » (TNBS) [75, 76, 394-
397] sont ceux les plus souvent utilisés pour évaluer le potentiel anti-

inflammatoire des probiotiques.

L’administration, directement dans le rectum des souris, de TNBS dissous
dans I’éthanol provoque la destruction de la barriere mucosale menant au
développement d’une colite [398]. Ce modele est caractérisé par I’infiltration de
cellules inflammatoires, principalement des macrophages produisant de IL-12 et
des lymphocytes sécréteurs d’IFN-yet IL-2, et suggere que cette maladie est

médiée par une réponse de type Thl [399].
Le modele d’inflammation induit par le DSS nécessite 1’administration du

DSS dissous dans I’eau que consomme les animaux. Ce type de maladie mene au

développement d’anémie, de perte de poids, d’ulcéres mucosaux et d’infiltration
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neutrophiliques. Tout comme I’inflammation induite par le TNBS, celle-ci est
causée par I’activation des lymphocytes, principalement des lymphocytes CD4+,
via la sécrétion de cytokines inflammatoires par les macrophages [400, 401]. La
production de dérivés de I’oxygene et de dérivés de I’azote (RONS) est impliquée
dans le développement et I’amplification de la maladie [402]. 1l est connu que les
animaux ayant été soumis au DSS auront un cdlon beaucoup plus court et plus
épais, signe évident et quantifiable du degré d’inflammation permettant
facilement 1’évaluation du potentiel anti-inflammatoire entres autres, de produits

probiotiques [400].

1.6.7 Les mécanismes de régulation des maladies inflammatoires

De nombreux mécanismes ont €té découverts quant & leur potentiel a
inhiber, ou du moins a réguler, les maladies inflammatoires. Certains aliments et
produits nutraceutiques sont reconnus comme agissant selon un ou plusieurs de

ces mécanismes de régulation.

1.6.7.1 Cellules T régulatrices

Les cellules T régulatrices ont pour la premiere fois €t€ découvertes lors de
I’étude des mécanismes de la tolérance orale. Les cellules T régulatrices
impliquées dans les mécanismes de tolérance orale se développent dans le GALT
(Gut Associated Lymphoid Tissue) suite & la rencontre de faibles doses de
I’antigéne [403]. La suppression des réponses immunes par ces cellules,
communément appelées Th3, se fait principalement via la production des
cytokines suppressives IL-10 et TGFP [404, 405]. Ces cellules sont généralement
des lymphocytes CD4+CD25+ produisant du TGFf.

Par la suite, la découverte d’une sous-population de cellules du sang
responsable de la prévention de pathologies immunitaires a démontré que les

cellules T régulatrices possedent des rdles plus importants et plus diversifiés que
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ceux impliqués dans la tolérance orale. Une sous-population de cellules
sanguines est caractérisée comme étant des cellules T CD4+CD25+ et représente
5-10% des lymphocytes T du sang [406]. L’expression du facteur de
transcription Foxp3 est essentielle dans la différenciation des cellules CD4+ en
cellules T régulatrices CD4+CD25+ [407]. Les souris déficientes en Foxp3
développent des maladies autoimmunes tout comme les souris déficientes en
cellules T régulatrices CD4+CD25+ [407]. Le développement de ces cellules T
régulatrices CD4+CD25+Foxp3+ s’effectue dans le thymus et est dépendant de la
présentation antigénique par les cellules épithéliales du thymus [408]. De
nombreuses évidences suggérent que le développement de cellules T régulatrices
s’effectuent également en périphérie. Dans la circulation sanguine, les cellules T
CD4+ matures se développent en cellules T régulatrices suite a ’expression de
Foxp3 [409, 410]. Elles possedent la caractéristique principale de demeurer pour
une tres longue période de temps en périphérie. Les CPA résidentes menent aussi
au développement des cellules T régulatrices CD4+CD25+ par I’induction de
I’expression de Foxp3 chez les cellules T CD4+. Lors d’une infection, les CPA
s’activent et produisent de IL-6 suite & la reconnaissance d’'un PAMP via les
TLR. Cette activation des CPA et la production de IL-6 inhibe I’activité des
cellules T régulatrices. Par conséquent, un systtme immunitaire sain aura un
parfait équilibre entre I’activité des cellules T effectrices et des cellules T

régulatrices [411].

Les cellules T régulatrices agiraient via deux mécanismes d’action
différents dépendamment du contexte et du type de cellules T régulatrices.
Premierement, certaines de ces cellules peuvent inhiber une réaction immunitaire
via la production des cytokines suppressives TGFp et IL-10. Par la suite, ces
cytokines ont pour rdle d’empécher la production de d’autres cytokines
impliquées dans le développement de maladies immunitaires {412-417]. 1l a aussi
été rapporté que malgré le role suppresseur du TGFp, celui-ci est impliqué dans le
développement des cellules T régulatrices via I’induction de I’expression de

Foxp3 par les cellules CD4+ [418, 419]. Le deuxiéme mécanisme de régulation
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par ces cellules est I’interaction cellule-cellule. Le récepteur CTLA-4 (Cytotoxic
T Lymphocyte Antigen-4) est fortement exprimé par les cellules T régulatrices et
son inhibition élimine I’activité fonctionnelle des cellules T régulatrices suggérant
son importance dans le mécanisme d’action de ces cellules [412, 420-422].
L’interaction du CTLA-4 avec les protéines de costimulation transmembranaires
B7 sur les CPA supprime le signal d’activation des cellules T par les CPA [423,
424].

Une sous-population de cellules T CD8+ a ét€ identifiée comme possédant
également des roles suppresseurs. Ces cellules possédent des propriétés de
régulation de certaines maladies immunitaires [425, 426]. Ces cellules T CD8+
régulatrices agissent principalement via la production de cytokines TGFp et IL-10

[427, 428] ou par I’inactivation des cellules dendritiques [429].

Finalement, il est connu que certaines cellules effectrices peuvent aussi
jouer un rdle régulateur important dans des pathologies précises. Par
exemple, dans le modele de la dermatite de contact médiée par les cellules T
cytotoxiques CD8+, les cellules T CD4+ sont responsables de la régulation de la
maladie via la production de cytokines anti-inflammatoires supprimant la

production de cytokines pro-inflammatoires [430].

1.6.7.2 Modulation de ’expression des molécules d’adhésion et

de la production des cytokines et chimiokines

Les molécules d’adhésion sont, comme mentionné précédemment, trés
importantes dans le processus d’extravasation des leucocytes dans un site
inflammatoire. Par conséquent, la modulation de I’expression de ces molécules
d’adhésion permet un contrdle important de ’infiltration cellulaire et ainsi, des
réactions inflammatoires. Des molécules d’adhésion ont été€ retrouvées en grand

nombre dans le sérum de patients souffrant de maladies inflammatoires [431]. I
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a été démontré que la consommation de produits nutraceutiques par exemple, les
acides gras essentiels (omégas-3 et omégas-6) nécessaires a la formation des
cellules et apportant I’énergie pour remplir pleinement leurs fonctions, les statines
(ou inhibiteurs de la HMG-CoA réductase) et certains antioxydants, réduisent la
présence de molécules d’adhésion et conséquemment, |’extravasation des

leucocytes {432-435].

Il est bien connu que le facteur de transcription NF-xB est indispensable
pour I’expression de cytokines inflammatoires, de chimiokines et la régulation du
systéme immunitaire [436, 437]. 1l a également été démontré qu’il y a des sites
de liaison pour NF-kB dans les régions régulatrices des génes pour les molécules
d’adhésion ICAM-1, VCAM-1 et E-sélectine [438, 439]. Par conséquent, les
inhibiteurs de NF-xB inhibent non seulement la production de cytokines
inflammatoires, de chimiokines mais €galement I’expression des molécules
d’adhésion [439]. La consommation de probiotiques en situation inflammatoire
permet d’inhiber la voie d’activation médiée par NF-kB permettant ainsi une
inhibition de la production de cytokines inflammatoires [440, 441]. Certains
compos€s antioxidants ont €également démontré une inhibition de la voie
d’activation NF-kB [442-445]. L’inhibition de la voie NF-kB est un mécanisme
de régulation des maladies inflammatoires trés efficace dii a I’inhibition autant

des chimiokines, des cytokines inflammatoires et des molécules d’adhésion.

La modulation de la production de cytokines permet la régulation de
différentes maladies inflammatoires (Th1) ou & prédominance atopique (Th2). Ii
est rapporté que lors d’une maladie impliquant le syst¢tme immunitaire, une
modification dans la balance de production de cytokines Th1/Th2 est impliquée
[446]. Conséquemment, la modulation de la production de cytokines permet un
retour de la balance Th1/Th2 vers I’équilibre idéal et régule ainsi les maladies
immunitaires [446]. Par exemple, la stimulation de la production de cytokines de
la voie Thl permet une réduction importante des allergies et de la production

d’IgE [52, 65, 447]. Parallelement, la stimulation des cytokines de la voie Th2
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permet une régulation des maladies inflammatoires et rétablie 1’équilibre de la
balance Th1/Th2 en faveur d’une voie anti-inflammatoire [448-451]. Finalement,
comme mentionné précédemment, la production des cytokines IL-10 et TGFj

permet une régulation importante des maladies inflammatoires [412-417].

1.6.7.3 Régulation par les cellules Th17

Dans des conditions homéostatiques normales, les neutrophiles sont
générés par la moélle osseuse et ne survivent que quelques heures dans la
circulation sanguine. Ils mouront ensuite par apoptose si aucun stimulus ne les
activent et les recrutent. Par contre, le taux de génération des neutrophiles
augmente considérablement dans des conditions de défenses infectieuses ou
inflammatoires. Depuis plusieurs années, certaines équipes avancent I’hypothése
qu’un mécanisme de régulation unique et particulier contr6lerait la production et
I’activité des neutrophiles [452]. Des études ont tout d’abord démontré qu’une
population lymphocytaire, qui semblait différente des cellules Thl et Th2,
produisait de IL-17 suite a I’activation par IL-23 [453-457]. Les cellules Th17,
ont trés récemment été découvertes, et possedent un mécanisme de régulation du
systtme immunitaire directement associé aux neutrophiles. Ces cellules aussi
appelées, lymphocytes régulateurs de neutrophiles, sont activées par la production
de IL-23 et sécrétent ensuite la cytokine IL-17A. IL-23 est une cytokine
hétérodimérique partageant la sous-unité p40 avec IL-12 et une sous-unité unique
pl9. IL-23 est produite par les macrophages et les cellules dendritiques en

réponse a un stimulus. IL-17A favorise & son tour la granulopoiése via la

production de G-CSF et GM-CSF [458, 459].

Lors d’une défense infectieuse, les neutrophiles ainsi produits et activés
engendrent une réponse dépendante des granulocytes [457]. Lorsque I’agent
infectieux a été éliminé, ces granulocytes deviennent apoptotiques et sont
phagocytés par les macrophages. Cette étape de phagocytose est essentielle dans

la régulation des cellules Th17 puisqu’elle donnera le signal pour arréter la
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production de IL-23 et par le fait méme, la granulopoitse [460]. Le mécanisme
de régulation des cellules Th17 est démontré a la figure 2. En contre partie, en
situation inflammatoire, non seulement il y a une concentration supérieure de
neutrophiles, mais la production de IL-17 favorise la production des cytokines

inflammatoires IL-1, IL-6, IL-8 et TNFa. [461, 462].

La cytokine IL-23 et les cellules Th17 sont impliquées dans de nombreuses
pathologies immunitaires et inflammatoires telle que le diabéte [463, 464], la
dermatite de contact [465], le psoriasis [466-468], I’arthrite [469-472] et les
maladies inflammatoires de I’intestin [473-475]. La régulation de ces cellules ou
de la production de la cytokine IL-23 pourrait étre un nouveau mécanisme, tres
peu connu, de protection ou de traitement de ces pathologies immunitaires malgré

I’absence a ce jour de traitement connu agissant sur cette voie.
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FIGURE 2. BOUCLE DE REGULATION DES CELLULES TH17.
Les cellules dendritiques et les macrophages reconnaissent I’agent microbien et
ainsi, augmentent I’interaction via CD40:CD40L avec les cellules T (1). Cette
reconnaissance de I’agent microbien favorise la production de 1L-23 (2). IL-23
ainsi que d’autres médiateurs (1L-15, IL-6+TGF[3) ménent ensuite a I’expansion
clonale et a la survie des cellules Th17 (3) qui produisent ainsi, IL-17A (4). Cette
production de 1L-17A meéne a la production de G-CSF (et GM-CSF) qui favorise
la différenciation des PMN a partir de la moélle osseuse (5). Les PMN ainsi
produit migrent en circulation et ensuite, sont attirés au site d’infection (6).
phagocytent les microbes pour défendre I’organisme selon un mécanisme de
réponse dépendante des granulocytes (7). Suite a la destruction microbienne, les
PMN deviennent apoptotiques et sont phagocytés par les macrophages résidents
(8). Cette phagocytose permet la réduction de la production de 1L-23 qui ainsi,
permet I’inhibition de la production des cellules Th17 (9).
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1.6.7.4 Interaction des motifs CpG avec le TLR9

Dans les maladies inflammatoires de I’intestin, il a ét€ démontré que la
consommation de certaines espéces de probiotiques exhibent un effet anti-
inflammatoire. Il est connu que les probiotiques stimulent I’immunité innée via
I’interaction de leurs motifs CpG et/ou oligonucléotides avec le TLR9 menant
ainsi a D’activation de la voie de signalisation NF-xB et par conséquent, a la
production de cytokines de la voie Thl [94-96]. Cependant, malgré la stimulation
du systeme immunitaire par les probiotiques, il est également suggéré que ceux-ci
possedent un effet anti-inflammatoire dans des modeles de colite ulcéreuse. Le
mécanisme d’action serait égalemefit, dans certains cas, reli€ a cette interaction
avec le TLR9 [97-99]. Cet effet anti-inflammatoire via le TLR9 est dii & une
sous-population de cellules dendritiques, les CD80+ dans le GALT, qui possede
la capacité de sécréter IFNa lors d’une interaction entre les TLR9 présents a leur
surface et les motifs CpG [476, 477]. La production IFNo favorise le
développement des cellules T CD4+ en cellules T régulatrices CD4+CD25+ [477-
479]. Ces cellules T régulatrices produisent ensuite, les cytokines suppressives et
anti-inflammatoires, IL-10 et IL-4, expliquant ainsi I’effet anti-inflammatoire

observé au niveau intestinal par la consommation de probiotiques [477, 480, 481].
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CHAPITRE 2 : HYPOTHESE ET OBJECTIFS
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HYPOTHESE

La valorisation du lactosérum par une souche de bactérie lactique génére un
produit a forte valeur ajoutée, la Matrice Protéique Malléable (MPM); et ce, dans
I’optique de créer un aliment fonctionnel possédant de nombreux bienfaits sur la
sant€. Ces aliments fonctionnels peuvent désormais posséder 1’appellation de
« alicament », c’est-a-dire un aliment possédant des caractéristiques qui était a ce
jour attribuées qu’aux médicaments. La littérature démontre bien que la MPM
posseéde de nombreux constituants pouvant lui conférer ce pouvoir de devenir un
excellent produit naturel pour la modulation du systtme immunitaire.
Effectivement, il a été€ rapporté précédemment que chacune des composantes de
la MPM, étudiée séparément, agit en stimulant I’immunité ou en régulant les

maladies inflammatoires et allergiques.

Conséquemment, ces connaissances permettent de formuler I’hypothese du
projet de recherche qui envisage que les composantes de la MPM pourraient agir
en synergie ou par antagonisme avec certains autres constituants permettant ainsi

a la MPM d’exhiber soit des activités immunomostimulantes ou anti-

inflammatoires.
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OBJECTIFS

Par conséquent, les objectifs de recherche suivants ont €té déterminés :

1-

Evaluer le potentiel immunomodulateur de la MPM dans des
modeles animaux immunocompétents (sains).

Evaluer le potentiel antioxydant de la MPM, un indicateur de la
modulation de I’immunité.

Evaluer la production des différentes populations lymphocytaires
dans la rate et les plaques de Peyer chez des animaux sains.
Evaluer I'effet anti-inflammatoire de la MPM dans un modele
animal de dermatite de contact.

Comparer I’effet anti-inflammatoire de la MPM avec celui obtenu
avec I’hydrocortisone, un glucocorticoide souvent utilisé pour
traiter les maladies inflammatoires, ainsi que les effets
secondaires généralement associé€s avec cette médication.

Evaluer la modulation de la production de lymphocytes effecteurs
et/ou régulateurs dans la dermatite de contact.

Evaluer les effets de la MPM sur le recrutement et I’activité des
neutrophiles dans le modéle murin de la poche d’air.

Evaluer les effets de la MPM sur les activités macrophagiques.
Evaluer la modulation de la production de cytokines dans divers
modeles animaux dans l’objectif de déterminer le mécanisme

d’action de la MPM
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3.1 Mise en contexte

La recherche de la littérature portant sur les effets immunomodulateurs des
protéines et peptides de lactosérum a permis de constater que peu de recherches
portent sur ce sujet et que cette science est relativement jeune. De nombreuses
études ont rapporté les effets de protéines laitieres sur la santé et sur le systéme
immunitaire mais seulement un nombre restreint de chercheurs se sont intéressés
aux effets santé des protéines se retrouvant spécifiquement dans la fraction
lactosérum du lait. Le lactosérum étant riche en protéines et étant intégré dans de
nombreux ingrédients alimentaires; il se doit d’&tre mieux connu pour étre mieux
valorisé. Quelques études ont rapporté les bienfaits des protéines de lactosérum
et en particulier, ’activité de la lactoferrine, étant la plus étudi€e et connue des
protéines de lactosérum. A ce jour, un nombre intéressant de peptides bioactifs
ont été€ identifiés comme provenant de la caséine laitiere, la principale protéine
laitiére exclue de la fraction lactosérum. Cependant, I’identification de peptides
spécifiques a la fraction lactosérum est limitée. Néanmoins, ces quelques
peptides de lactosérum connus possédent aussi des bienfaits sur le systéme
immunitaire. Une synthése des peptides de lactosérum identifiés va permettre la
recherche approfondie dans ce domaine et I’'identification rapide de nouveaux

peptides bioactifs.

Contrairement aux études sur les protéines et peptides laitiers, celles sur le
lactosérum quoique trés concluantes n’ont jamais fait ’objet d’une revue
exhaustive. Cet article est une synthése complete des bienfaits reconnus des
protéines et peptides de lactosérum sur le systéme immunitaire.

Les objectifs spécifiques de cet article étaient :

i) Compiler les connaissances sur les effets immunomodulateurs des protéines

et peptides de lactosérum.
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ii)  Offrir un outil scientifique complet aux chercheurs oeuvrant dans la
domaine de la recherche des bienfaits des protéines et peptides de
lactosérum.

iii) Offrir un outil scientifique complet permettant 1’avancement des
découvertes de nouveaux peptides bioactifs du lactosérum.

iv) Permettre de faire connaitre les protéines et peptides de lactosérum ainsi

que leur potentiel pour la santé aux professionnels et au public.

3.2 Contribution des auteurs

J’ai entierement effectué la recherche bibliographique ainsi que la
rédaction de cet article. Le Dr Dupont et le Dr Lemieux m’ont supervisé dans la
rédaction et la correction de I’article ainsi que dans la vérification qu’aucunes

études pertinentes au moment de la rédaction de cette revue n’ont €té€ omises.
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3.3 Résumé francais

Whey proteins and peptides: Beneficial effects on immune health.
Josée Beaulieu"z, Claude Dupontl and Pierre Lemieux?".

1. Institut national de la recherche scientifique- Institut Armand-Frappier,
531 blvd. des Prairies, Laval, Quebec, Canada, H7V 1B7.

2. Technologie Biolactis, 531 blvd. des Prairies building 18, Laval, Quebec,
Canada, H7V 1B7.

Depuis la derniére décennie, les produits de santé naturelle connaissent un
engouement immense de la part de la communauté scientifique et spécialement,
des immunologistes. Plusieurs études récentes ont démontré des effets importants
de ces produits sur diverses facettes du systtme immunitaire en passant de la
stimulation de I’immunité innée et adaptive a un effet anti-inflammatoire.
Plusieurs de ces effets bénéfiques sont associ€s aux protéines et peptides de
lactosérum, lesquels sont bien connus depuis plusieurs années pour leurs
bénéfices sur I’énergie et I’endurance sportive, pour leur effet protecteur sur
divers cancers ainsi que pour leur effet de diminution des lipides sanguins.
Récemment, cette classe de produits a attiré I’attention des immunologistes due
aux évidences de leurs bienfaits sur le systtme immunitaire. Cette revue porte sur

les études démontrant les effets immunomodulateurs associés a chacun des

protéines et peptides découvert dans le lactosérum.

Article publi€ dans : Therapy, 2006 ; 3(1) : 69-78.

Reproduit avec la permission de Future Medicine Ltd.
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Abstract

Since the last decade, natural health products have been subject to an
immense infatuation by the scientific community and especially, immunologists.
Numerous recent studies have demonstrated important effects on all facets of
immunity starting from stimulation of innate and adaptive immunity to an anti-
inflammatory effect of these products. In many of these enhancing health
products, whey proteins and whey peptides are present, which, for many years,
are well known for their benefits on energy and sport endurance, for their
protection against cancers as well as for their serum lipid-lowering effect.
Recently, this class of product has gained interests for immunologists in regard to
the ever-increasing body of evidences for effects on the immune system. This
review focuses on studies showing immune effects associated with each of the

whey proteins and peptides discovered from whey.

Introduction

Until recently, whey proteins have been mostly studied for their positive
effects on endurance by increasing muscle protein balance during sport training
[1]. Moreover, many studies have also demonstrated that the whey proteins
possess an excellent lowering effect on serum lipid levels and on blood pressure
[2]. The discovery of antioxidant potential of whey protein products [3] is one of
the principal studies demonstrating a potential health benefit of these products for
cancer and the immune system. Subsequently, many studies reported a protective
effect against different types of cancer by the whey proteins as shown in a review

by Bounous [4].

Presently, most researchers focus on the effects of whey proteins as well as
whey peptides on immune health and their protective roles on immune disorders.
Whey is mainly composed of proteins as well as many peptides derived from

these proteins. The proteins found in whey are principally B-lactoglobulin, o-
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lactalbumin, lactoferrin, immunoglobulin and bovine serum albumin (BSA).
Their biochemical properties as well as their concentrations in milk and whey are
summarized in Table 1. All of these proteins and peptides possess specific effects
on immunity. These effects will be discussed in this review in relation to specific

associated proteins or peptides and is summarized in Table 2.

B-lactoglobulin

B-lactoglobulin is the most abundant protein found in whey comprises
between 55-65% of the total whey protein content. This protein possesses
numerous physico-chemical attributes such as acting as an emulsifier, as well as

many reported health effects.

Bounous and Kongshavn were among the first researchers to demonstrate an
immuno-enhancing effect of B-lactoglobulin, in 1985. They have shown that the
whey proteins (principally B-lactoglobulin and BSA) increase the antibody-
forming cells in the spleen of mice immunized with trinitrophenylated ficoll [5].
Subsequently, the team of Wong and collaborators have demonstrated that the
stimulatory effects of B-lactoglobulin on normal murine spleen cells are more
intense than those observed with BSA [6]. These immune effects on murine
spleen cells postulated to be due to an increase of the glutathione (GSH)
production by splenocytes has been confirmed by addition of s-(n-butyl)-
homocysteine sulfoxamine, an inhibitor of glutamylcysteine synthetase, which in

this case, has blocked the stimulatory effect [6].

Controversially, another study demonstrated that the observed effects of B-
lactoglobulin on spleen cells to produce Thl cytokines are due to endotoxin
contamination [7]. This study conducted with a commercial B-lactoglobulin
product and utilization of their specific isolation technique leads to the presence

of endotoxin in preparation of B-lactoglobulin. However, the team of Wong and
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collaborators has proven that the effect observed with B-lactoglobulin is not due
to endotoxin contamination by the utilization of polymixin B, a LPS inhibitor [6].
The utilization of this LPS inhibitor markedly reduced the effect of LPS but had
no effect on B-lactoglobulin. This study confirms that the B-lactoglobulin really
possesses an immunomodulatory effect. It is important to note that the
preparation is essential in the quality and reliability of results as demonstrated by
Brix et al. [7]. An additional control should be included in the study to confirm

the validity of results.

Peptides from B-lactoglobulin

Many studies have been conducted with specific peptides from [-
lactoglobulin, but due to complex nature of that protein, some of the peptides
derived from it are likely still unknown. Four peptides from B-lactoglobulin
exhibit anti-microbial activities [8]. [B-lactoglobulin is also a carrier of many
small hydrophobic molecules. One of them is retionic acid, which is a modulator

of lymphocyte responses [9].

A peptide from B-lactoglobulin, called B-lactotensin, has demonstrated an
effect on the contraction of the ileum longitudinal muscle [10]. Another study
done with [-lactotensin showed similar results, that peptide possesses a
stimulating effect on smooth muscle in vitro [11]. Smooth muscle is responsible
for the contractility of hollow organs, such as blood vessels, the gastrointestinal
tract, the bladder, or the uterus. Many diseases including allergy, asthma and
atheriosclerosis are related to dysfunctions of smooth muscle. Although the role
of smooth muscle cells is contraction, they exhibit extensive phenotypic diversity
during normal development, during repair of vascular injury, and in disease states
[12]. The stimulating effect of B-lactotensin on smooth muscle provides the

information that this peptide can enhance general health.
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However, B-lactoglobulin is the principal protein responsible for milk
allergies in children. Two to three percent of children suffer from milk allergies
but in 80% of the case the allergy symptoms disappear before age three [13]. It
has been demonstrated that the peptides from [-lactoglobulin induce oral
tolerance and consequently, diminish the IgE production specific to B-
lactoglobulin [14]. This observation suggests that the consumption of peptides

from B-lactoglobulin possesses an important protective role against milk allergies.

o-lactalbumin

The o.-lactalbumin is the second major protein present in whey accounting for
15 to 25% of the whey protein content. This protein is rich in essential amino
acids and has a low immunogenenicity indicating that o-lactalbumin is a good
nutrient for children [15]. It is also been shown that a diet supplemented with o-

lactalbumin increases the resistance against acute infection caused by E. coli [16].

In the 1980’s, many studies have demonstrated an immuno-enhancing effect
of o-lactalbumin in mice [17, 18]. Despite these studies, it is surprising to
observe an absence of research on immunomodulatory effects of a-lactalbumin.
It has been clear since 1997 that a-lactalbumin possesses stimulatory effects. The
production of IL-18 by sheep macrophages issued from bronchoalveolar lavage is

increased by the presence of this protein [19].

The team of Svanborg and collaborators has identified a variant of o-
lactalbumin similar to the modified o-lactalbumin found in the stomach of
nursing children, which possess interesting immune effects [20, 21]. This protein
can protect from cancer by induction of apoptosis in tumor cells as well as

immature cells but has no effect on healthy cells [21].
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Peptides from a-lactalbumin

Hydrolysed o-lactalbumin, which contains unidentified peptides, has
demonstrated a modulation of B lymphocyte as well as T lymphocyte activities
[5]. After this observation, researches in identification of peptides from o-
lactalbumin as well as its associated immunomodulatory effects have been

undertaken.

An immunomodulatory tripeptide derived from o-lactalbumin has been
discovered [22]. This tripeptide, called GLF (glycyl-leucyl-phenylalanine),
stimulates the adherence as well as phagocytosis of human monocytes and
macrophages apparently by a mechanism of binding to specific receptors for GLF
on these cells [22, 23]. The same research team evaluated the properties of this
tripeptide, GLF on human and rat polymorphonuclear cells (PMNs). GLF
increases the production of superoxide anion by human PMNs, which means that
oxidative burst response is increased in the presence of GLF.  The
phosphoinositide metabolism is also increased by the presence of GLF, which can
be seen by liberation of a second messager, IP3, leading to an enhancement in
membrane fluidity [24]. Moreover, a study done with another peptide (Tyr-Gly-
Gly) from o-lactalbumin revealed a stimulation of human peripheral blood
lymphocytes in presence of this peptide [25]. In relation to anti-microbial
activities, Pelligrini er al. have identified that these previously described three

peptides from a-lactalbumin possess interesting anti-microbial activities [26].
Lactoferrin
Lactoferrin, an antioxidant glycoprotein having iron-binding properties, is the
most studied of whey proteins and also seems to be the better immunomodulatory

whey protein. The antioxidant capacity of lactoferrin is due to the iron-binding

site that participates in the generation of hydroxyl radicals [27]. This iron-binding
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capacity is also responsible in part for its anti-microbial potential [28].
Lactoferrin is found in colostrums [29], in mucosal secretions [30], as well as in
neutrophil granules [31]. The localisation of lactoferrin in important sites
implicated in acquiring immunity suggests an important contribution of
lactoferrin in immune health. In whey, the proportion of lactoferrin is 1-2 %.
Numerous studies on the roles of lactoferrin in immunity have been conducted,

this paper will review the most significant observations reported.

Lactoferrin exhibits a real immunomodulatory potential by its capacity to
both acts as an immunosuppressive as well as an immunostimulatory agent.
Certain studies revealed the anti-inflammatory potential of lactoferrin in some
circumstances while others the immune status demonstrated its stimulatory

potential.

Lactoferrin possesses an anti-inflammatory potential in part by inhibition of
cytokines such as TNFa and IL-1B, which are key inflammatory cytokines [32].
Many animal models demonstrate that lactoferrin can protect against
inflammatory conditions. A study by Dial and collaborators shows that the
lactoferrin protects against gastritis induced by Helicobacter felis bacterium in
mice [33]. Moreover, local administration of lactoferrin in inflamed joints of two
different arthritis models in mice shows a strong local anti-inflammatory effect
not related to the reduction of pro-inflammatory cytokine IL-6 [34]. The effect of
this protein on arthritis has also been reported in another study in which
lactoferrin protects against arthritis in rats induced by adjuvant administration in
the right hind paw [35]. In this model, the protective effect against arthritis is due
to a down-regulation of pro-inflammatory cytokine TNFo and an up-regulation of

anti-inflammatory cytokine IL-10 [35].
Lactoferrin also possesses the capacity to inhibit the atopic contact dermatitis

induced by oxazolone. In this study, lactoferrin applied topically prior to

oxazolone-sensitisation prevents, in a dose-dependent manner, the migration of
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Langerhans cells into the lymph nodes and subsequent activation of cytotoxic T
cells and accumulation of dendritic cells in inflamed sites. The mechanism of
action seems to be an inhibition of TNFa production by keratinocytes, which is
the cytokine responsible for delivering the activation signal by keratinocytes to
Langerhans cells [36]. Lactoferrin has the ability to bind the CpG motifs via
charge-charge interactions of the N-terminal sequence of lactoferrin. This
binding of CpG on lactoferrin inhibits the stimulatory effects of these motifs on
immune cells [37]. The binding of CpG and LPS suggests another mechanism for

the anti-inflammatory effect of lactoferrin.

The immunosuppressive potential of lactoferrin has also been observed in
lymphocyte cells; this protein demonstrates an inhibitory effect on lymphocyte
proliferation upon stimulation by mitogens as well as on IFNYy production by
these cells [19]. Other studies have reported the regulatory potential of lactoferrin
on myelopoiesis by its suppressive activities on many cells including
lymphocytes, macrophages and monocytes [38-40]. These processes are
regulated by cytokines indicating that lactoferrin could act as a regulatory nutrient
by controlling the cytokine production. The potential of lactoferrin to modulate

immunity via regulation of cytokines has previously been demonstrated [41].

Lactoferrin also exhibits an immunostimulatory potential. It is demonstrated
that this protein encourages the differentiation of T and B lymphocytes [42, 43].
The incubation of immature T lymphocytes in presence of lactoferrin allows for
the differentiation of these cells in CD4+ helper T cells and the immune response
of sheep red blood cells increases [42]. Natural killer (NK) cells as well as CD8+
T cells have also increased in circulating cells after consumption of lactoferrin.
This observation reveals a protective role in the control of metastasis and tumour
because NK cells and CD8+ T cells are important in their inhibition [44, 45].
Debbabi et al. have investigated the immune responses induced by repeated oral
administration of lactoferrin to mice. IgA and IgG secretions are enhanced in the

Peyer's patches and spleen from lactoferrin-fed mice but not in serum [46]. Wang
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et al. have also confirmed these observations in a study in which the CD4+,
CD8+, asialoGM 1+ (marker of NK cells), IgA+ and IgM+ B cells have increased
in the small intestine of mice treated by lactoferrin [47]. In this study, lactoferrin
also enhances production of IL-18, IFNy as well as caspase-1 leading to an
important stimulation of intestinal immunity. These results suggested that the
lactoferrin could act as an immunostimulating factor on the mucosal immune
system [46]. The immune effects can be due to an action through gut-associated
lymphoid tissue (GALT), where the lactoferrin may bind to epithelial cells or
interact with M cells in the Peyer’s patches. These interactions in the GALT may
lead to the production of cytokines being released in circulation and act

systemically on circulating leukocytes.

Controversially, lactoferrin shows an absence of stimulation in B or T cells or
in cytokine production (IL-6, TNF-alpha, INF-gamma) in Peyer's patches of
newborn mice [48]. The consumption of nutrients by newborns in these studies
probably leads to oral tolerance because of the probable absence of early
consumption of whey proteins before the experiment. The immune system of
newborns was not completely developed and they do not have effective cells for

the development of the same immunomodulation than an adult mouse [49].

The phagocytic activity of human neutrophils is increased by the presence of
lactoferrin; this activation seems to be the result of specific binding of lactoferrin
to neutrophils [50]. After binding, the lactoferrin is probably transported into the
nucleus where it activates gene expressions responsible for the activation of the
phagocytosis mechanism. It is also demonstrated that the lactoferrin stimulates
the production of IL-8 from human neutrophils; IL-8 is a chemokine implicated in
the activation of neutrophil activities [51]. In contrast, consumption of lactoferrin
by newborn calves does not seem to change the production of superoxide by
polymorphonuclears [52]. However, this study was done with newborn calves

that received the lactoferrin only over a nine days period, it is possible that the
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immunity of these young animals was not be stimulated to activate their

polymorphonuclear cells in such a brief period.

Peptides from lactoferrin

The principal lactoferrin-derived peptide studied is lactoferricin, which
corresponds to 25 amino acids from its N-terminus. This peptide seems to be
responsible for the majority of immune benefits reported for lactoferrin. The
activation of phagocytosis as well as production of IL-8 from neutrophils when
treated with lactoferrin is also observed when treated with the lactoferricin
fraction [50, 51]. It is mentioned above that the production of IL-18, IFNY as
well as caspase-1 are increased by lactoferrin, a response also observed with
lactoferricin [47]. Lactoferricin is able to bind CpG motifs and prevents their
immunostimulatory effects on B cells [37], suggesting a potential anti-
inflammatory role of lactoferricin similar to lactoferrin. Moreover, the
lactoferricin peptide has been found to suppress the IL-6 response in a monocytic

cell line upon stimulation by lipopolysaccharide [53].

Lactoferricin but not lactoferrin demonstrates an induction of apoptosis in
human monocytic leukemic cells in a dose- and time-dependent manner. The
apoptosis effect of lactoferricin remains present even if various cytokines and
mitogens are added. This effect is correlated with high levels of intracellular
reactive oxygen species (ROS) suggesting that apoptosis-inducing activity is

related to production of the intracellular ROS by phagocytic cells [54].

Immunoglobulins

Immunoglobulins (Igs) are present in whey in a proportion of about 10%.
IgG1 is the major immunoglobulin found in whey (approximatively 75%),
followed by IgM, IgA and IgG2. In general, the immunoglobulins possess several

immune benefits. The principal role of Igs is to defend organisms against
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pathogens and viruses. They are responsible for the activation of the complement,
increasing phagocytosis by leucocytes, preventing adhesion of microbes and
neutralising viruses and toxins [55]. All of these activities can likely be attributed
to whey immunoglobulins. Effectively, Roos et al. have demonstrated that
ingested Igs retain these immunological activities in the human ileum [56]. It is
also demonstrated that an immunoglobulin-like receptor isolated from milk

inhibits HIV integrase as well as HIV protease [57].

The immuno-enhancing effects often demonstrated in animals fed with whey
proteins can be attributed in part to increases in intracellular gluthatione [58]. A
study of animals fed with defined whey products has demonstrated that the
product containing a higher proportion of immunoglobulins (and BSA) exhibited
a better GSH-enhancing effect [3]. GSH is an intracellular antioxidant, which
required cysteine, glycine and glutamine for its synthesis. It is important to note

that the immunoglobulins possess high levels of cysteine and glutamine.

Bovine serum albumin (BSA)

Bovine serum albumin (BSA) is a good source of essential amino acids and
this protein is found in whey in a proportion of 5-10% of the whey protein
content. Only a few studies have demonstrated the immunological effects of
bovine serum albumin (BSA). GSH production increases when animals are fed
with a whey diet containing a higher proportion of BSA. This explain the positive
effect of BSA since GSH is responsible for some immune benefits observed with
whey products [3]. As with the immunoglobulins, the serum albumin fractions
contain glutamine and cysteine amino acids that provide an enhancing effect on

GSH production.

Moreover, as with B-lactoglobulin, BSA increases the antibody-forming cells

in the spleen of mice immunized with trinitrophenylated ficoll [5].
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Glycomacropeptides (GMP)

A peptide release during digestion of casein with the chymosin enzyme has
been found in whey in a proportion of about 10%. This is the only casein-derived
peptide to be found in whey, all the other peptides from casein remain in the
cheese fraction. The glycomacropeptide (GMP) is present in whey only when
chymosin is used during the cheese fabrication process. GMP is known to inhibit
proliferation of mouse splenocytes as well as cells from Peyer’s patches isolated
from rabbit upon stimulation with lipopolysaccharides (LPS) and
phytoheammaglutinin (PHA) [59-61]. These results indicate that this peptide
down-regulates the immune system by suppressing T lymphocytes (stimulated by
PHA) as well as B lymphocytes (stimulated by LPS). Li and Mine have
demonstrated that GMP is a potent immuno-enhancer on macrophage proliferation
as well as on phagocytic activity in vitro [62]. The second part of this study
demonstrated that the immunomodulatory effects of GMP are essentially due to
sialic acid. Effectively, when enzymatic treatment removes this fragment, the

effects are abolished.

Other effects of whey proteins

The majority of the studies about the immunomodulatory potential of whey
proteins are done with whey directly and not with one of individual whey
proteins; the effects are therefore associated to whey proteins in general and were

not associated to a specific protein.

The immuno-enhancing effect of whey proteins on the formation of
specific antibodies is well documented [5, 63-66]. For example, one study
demonstrated that mice fed with whey protein concentrate (WPC) express an
elevated level of antibodies after the administration of different vaccines via
different routes [66]. The same immuno-enhancing effect has been seen by Wong

and Watson, in which they have observed higher concentrations of anti-ovalbumin
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antibodies in the presence of whey proteins [65]. The same study also
demonstrates an increase in cell-mediated immunity after a period of five weeks
in contrast with another study [5] this difference, however may be a result of
different whey sources as well as the dose and duration of feeding. Variable
effects of whey can be attributed to the whey source [67]. It is also demonstrated
that whey enhances the proliferation of non-stimulating (mitogens) splenocytes

[68].

A hypothesis suggests that the whey may act via the GALT system for the
production of antibodies.  This hypothesis is supported by the results
demonstrating that WPC increases the antibody response in the intestinal tract of

mice upon immunization with ovalbumin [69].

Roth et al. have demonstrated that the ultrafiltered bovine whey increases the
in vitro neutrophil functions of cattle cells as well as cytochrome C reduction in
cells of dexamethasone-treated cattle indicating that the whey increases the
oxidative metabolism of cattle treated with dexamethasone [70]. However, in
this study, the whey came from hyperimmunized cows and it is possible that these

effects are due to cytokines present and not by whey proteins.

Until now, only immuno-stimulating properties of whey proteins have
been discussed but some studies indicate that the whey can be an
immunosuppressive agent in some circumstances. In vitro studies show an
immunosuppresion of T and B lymphocyte proliferation upon stimulation with
mitogens [19, 71, 72]. Whey proteins also show an immunoregulatory effect in
spleen cells since the activation of these cells is down-regulated by oral
administration of whey [73]. The increase in TGF-B production in cells after
whey treatment may explain this regulation. TGF-J is a cytokine secreted during
the tolerance induction and is responsible to the down-regulation against food

antigen [49]. These results showed that whey proteins might be a good nutritive

38



supplement because of its capabilities to modulate immunity, which may help in

many different immune diseases.

Other effects of whey peptides

Some effects of whey peptides have been reported but the characterisation of
these peptides are not investigated thus the protein associated with the effective
peptides are unknown. A hydrolysed whey protein isolate composed of B-
lactoglobulin, o-lactalbumin and GMP has shown to possess a stimulatory effect
on lymphocyte proliferation in vitro [68]. Another peptide, a
glycophosphopeptide isolated from cheese whey, has demonstrated a mitogenic
activity on splenocytes [74]. It has also been demonstrated that the peptides
issued from whey and milk possess a good immunostimulatory effect on

keratinocyte growth in vitro [75].

Some whey peptides possess also an inhibitory effect on the angiotensin
converting enzyme (ACE) [76]. ACE is responsible for inactivation of
bradykynin. Bradykinin exhibits an essential role in inflammatory defence by the
stimulation of macrophage and cytokine production [55]. Consequently, the
peptides that act as an ACE inhibitor stimulate the immune system via

macrophage activation.

As mentioned previously, B-lactoglobulin is principally responsible for the
milk allergy in children. It has been postulated that the peptides from [-
lactoglobulin diminish the allergic reaction to this protein [14]. Many studies
have also demonstrated the preventive role against milk-allergy of hydrolysed

whey proteins [77-79].

Moreover, many other constituents in milk and whey are known to possess
immunomodulatory effects, such as cytokines, growth factors, enzymes and

hormones [80-82]. A growth factor derived from whey is known to have a
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protective effect on a colitis-animal model [83, 84]. Francis et al. have
demonstrated that a growth factor isolated from whey improved the growth rate
of cells such as epithelial cells and fibroblasts {85, 86]. These results lead them to
postulate the hypothesis that whey could be an interesting product against many

diseases not only because of their protein or peptide content.

Conclusion

It has known for many years that the consumption of nutraceutical products is
important in maintaining general health. In this class of nutrients, milk-derived
products have acquired a place of choice in the minds of people. Statistics
confirming the important growth in the consumption of these products by the
general population show this is indeed the case [87, 88]. Some reviews have
already demonstrated, for example, the immunologic effects of milk-derived

products such as yogurt [89].

This present review, which emphasizes the reported immune effects of whey
proteins and derived peptides, demonstrates an important therapeutic potential of
whey products not only for maintaining good general health but also guarding
against many immune diseases such as inflammatory disorders as well as
autoimmune diseases. All the proteins and peptides present in whey possess an
immunomodulatory potential as much in both innate immunity and acquired
immunity that provides an excellent mechanism of defence against all infections.
The potential of enhancing GSH, NK cells, cytotoxic T cells and the phagocytosis

process leads to an enhancement of the capacity to defend against cancer.

Moreover, it is now reported that the lactoferrin (and lactoferricin) provides
whey with an important effect against bacterial and autoimmune inflammatory
diseases. Many studies prove that whey (and especially lactoferrin) plays a
protective role against gastritis, asthma, colitis, arthritis and atopic contact

dermatitis. The anti-allergy properties of whey against milk reactions are also
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reported in a study with the presence of peptides derived from B-lactoglobulin.
These peptides seem to protect against allergies by the stimulation of oral
tolerance. This observation is very important because it brings an encouraging
perspective of which being that children having consumed whey early on can

consume milk (an important nutrient) without the onset of allergies.

Whey products seem to have essential properties and could be used in the
treatment of many diseases. Their effects are probably comparable to the effects
observed with many medicines and drugs but do so act as a unique natural
product. More studies are needed to compare whey products with medicines in

the treatment or prevention of diseases.

These products or derived products are part of a future solution in obtaining
and maintaining a healthy general immune system and to provide a natural,
nutritive and non-chemical supplement against numerous diseases and immune

disorders.
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Table 1. Specific properties of whey proteins.

PROTEIN

M.W,
(g/mol)

1P

CONCENTRATION

MILK

(/L)

WHEY

WHEY
(%)

OTHER
STRUCTURAL
PROPERTIES

B-lactoglobulin

18 400

5.35-
5.49

2.0-4.0

(g/L)
33

55-65

Presence of an
hydrophobic
region able to bind
the vitamin A and
help to its
absorption

o-lactalbumin

14 200

4.2-
4.5

1.0-1.5

1.2

15-25

Presence of an
hydrophobic
region that bind
galactosyl-
transferase and
help in lactose
biosynthesis

Lactoferrin (Lf)

80 000

8.4-
9.0

0.2

0.2

Presence of ferric
ions binding sites,
which permit to
the LF bind and
trasnport iron,
leading to an
improtant role in
iron assimilation

Immunoglobulin

80 000-
900
000

5.5-
8.3

0.4-1.0

0.5

10-15

Five categories of

immunoglobulin :

IgG1(0.3-0.6g/),

1gG2(0.05-0.1 g/),

IgA(0.05-0.15 g/l),

IgM(0.05-0.2 g/1)
and IgE

BSA

69 000

4.1-
4.9

0.1-04

0.3

5-10

Important
capabilities to bind
fatty acids

Adapted from: de Wit 1998 [90], Marshall and Harper 1988 [91] and Cayot and

Lorient 1998 [92].
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Table 2. Immunological effects of whey proteins and peptides.

WHEY FRACTION REPORTED EFFECT REFERENCES
B-lactoglobulin Protein:
-Stimulatory effect on splenocytes [5, 6]
-Increase GSH [3]
Peptides:
-Carrier of retinoic acid [9]
-Contraction of ileum muscle [10, 11]
-Increase oral tolerance to whey [14]
o-lactalbumin Protein:
-Increase IL-1B production by [19]
macrophages
- Induces apoptosis in tumor and [20, 21]
immature cells
Peptides:
-Modulation of B and T lymphocytes | [5, 25]
activities
-Stimulation of adherence and [22,23]
phagocytosis of macrophages
-Stimulation of oxidative burst [22]
response
Lactoferrin Protein:
-Inhibition of cytokines TNFa, IL-18 | [19, 32, 35, 36]
and IFNy

-Anti-inflammatory effect on animal
model

-Up-regulation of cytokine IL-10
-Stimulatory effect on lymphocyte
proliferation

-Regulatory effect on myelopoiesis
-Promote the differentiation of T and
B lymphocytes

-Increase NK cells, CD8+ cells,
CD4+ cells

-Bind to CpG and prevent stimulatory
effect on B cells

-Stimulation of mucosal immunity
through Peyer’s patches

-Increase phagocytosis activity of
neutrophils as well as IL-8

Peptides:
- Increase phagocytosis activity of

neutrophils as well as IL-8

[33-36]

(35]
(19]

[38-40]
[42,43]
[44, 45, 47]
[37]

[46, 47]

[50, 51]

[50, 51]
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-Bind to CpG and prevent stimulatory

effect on B cells (371
-Inhibition of IL-6 production by LPS
-Increase of apoptosis in leukemic [53]
cells lines via production of ROS by | [54]
phagocytic cells

Immunoglobulins | -Increase of GSH [58]
-Activation of complement, increase [55]
of phagocytosis, prevent adhesion of
microbes, neutralize viruses and
toxins

BSA -Increase of GSH [3]
-Stimulatory effect on splenocytes [5]

GMP -Suppresses proliferation of cells [59-61]
upon stimulation by mitogens
-Stimulation of macrophages [62]

proliferation and phagocytosis
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4.1 Mise en contexte

La littérature scientifique démontre tres bien que les protéines et peptides
de lactosérum ainsi que les probiotiques possedent de nombreux effets
immunomodulateurs. De part sa composition et la synergie de ses constituants, la
Matrice Protéique Malléable est susceptible d’exhiber un potentiel

immunomodulateur intéressant.

Le but de cette €tude était de démontrer les effets de la MPM sur le
systtme immunitaire. Des animaux immunocompétents ont ét€ gavés avec la
MPM durant une période de 3 semaines. Plusieurs paramétres ont été évalués
dans le sang et les organes tout au long de I’expérience afin de déterminer les

impacts de la connsommation de MPM sur le syst¢éme immunitaire.

Les objectifs de cette étude étaient :

i) Evaluer le potentiel immunomodulateur de la MPM.

ii) Déterminer quelle(s) voie(s) immunitaire(s) sont stimulé et\ou
supprimé par la consommation de la MPM.

iii) Identifier un potentiel de traitement de maladie immunitaire pour la
poursuite de la caractérisation des effets immunomodulateur de la
MPM.
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4.2 Contribution des auteurs

Nicolas Beaudet a développé le modéle de gavage des animaux sains et
déterminer les doses quotidiennes a donner aux animaux. Il a aussi identifier
I’augmentation des leucocytes totaux. Roger Dubuc a développé la méthode
d’évaluation des niveaux de glutathion sanguin et est responsable de ces résultats
dans Tarticle. Jai effectuée toutes les expériences de gavages et de
préléevements sanguins chez les animaux et je suis responsable de toutes les autres
expériences effectuées dans I'article. J’ai aussi rédigé I’article et effectué les
corrections. Claude Dupont et Pierre Lemieux m’ont dirigé dans la planification

des expériences et dans la correction de I’article.
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4.3 Résumé francais

Immunomodulation by a malleable matrix composed of fermented whey

proteins and lactic acid bacteria.

Josée Beaulieu"z, Roger Dubuc', Nicolas Beaudet"3, Claude DupontI and Pierre

. *
Lemieux>".

1. Institut national de la recherche scientifique, INRS-Institut Armand-Frappier,
531 boul. des Prairies, Laval, Québec, Canada, H7V 1B7.

2. Technologie Biolactis, 500 boul. Cartier suite 218, Laval, Quebec, Canada,
H7V 5B7.

3. Université de Sherbrooke, Département de Physiologie et biophysique, 3001
12° Ave Nord, Sherbrooke, Québec, J1H 5N4

Les aliments fonctionnels et nutraceutiques connaissent un succes
considérable depuis les 10 dernieres années. Parmi ces produits de santé naturelle
se retrouve les protéines de lactosérum et les laits fermentés. La Matrice
Protéique Malléable (MPM), composée de lactosérum fermenté par une souche de
bactéries lactiques, d‘exopolysaccharides capsulaires, de vitamines, minéraux et
de peptides générés durant le procédé de fermentation, posséde 1’avantage d’étre
unique et de combiner de multiples composants bénéfiques pour la santé. Des
expériences de gavage chez des animaux sains ont été effectuées pour évaluer les
effets immunomodulateurs de la MPM. La production de glutathion, d’anticorps
et la modulation des populations leucocytaires ont été suivis. Il y a évidence de la
stimulation du systtme immunitaire par la consommation de MPM comme
démontré par I’augmentation des cellules polymorphonucléaires sanguines et les
niveaux de glutathion intracellulaire. L’absence de production d’anticorps
spécifiques aux MPM indique une absence de reconnaissances immunitaires

indésirables de la MPM. La MPM, de part ses effets immunomodulateurs,
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posséde le potentiel de devenir un intéressant substitut alimentaire ou un aliment

fonctionnel pour maintenir ou améliorer le syst¢tme immunitaire inné.

Article publié dans : Journal of Medicinal Food, 2007. 10(1):67-72.

Reproduit avec la permission de Mary Ann Liebert inc., publishers.
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4.4 Immunomodulation by a malleable matrix composed of fermented whey

proteins and lactic acid bacteria.
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ABSTRACT

Functional foods and nutraceuticals have gained in popularity over the last 10
years. Among natural health products, whey proteins and fermented milk
products are paramount. A malleable protein matrix (MPM), composed of whey
fermented by a lactic acid bacterium, capsular exopolysaccharides, vitamins,
minerals, and peptides generated during the fermentation process, has the
potential to be unique by combining multiple health-promoting components.
Forced feeding experiments on healthy animals were performed to evaluate the
immunomodulatory effect of MPM. Glutathione production, antibody response,
and the modulation of leukocyte populations were monitored. The stimulation of
the immune system by MPM consumption was evident as seen by the increased
polymorphonuclear cell counts and intracellular glutathione levels. The absence
of MPM-specific antibody production indicated a lack of undesirable immune
recognition of MPM. The MPM, with its immunomodulatory properties, has the
potential to be a food substitute or a functional food for maintenance of general

immune health.

KEY WORDS: ¢ antioxidant ® innate immunity ® nutraceuticals ® probiotics
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INTRODUCTION

There is growing evidence that modern life-style and in particular malnutrition
have a direct negative impact on immune homeostasis and on the decline of white
blood cell counts.! Nutraceutical products and functional foods are known to
counteract this impact and maintain immune balance.”> Milk- and whey-derived
products, which are known for their positive effects including modulation of the
immune system,” are prime examples. It has been demonstrated that these
products exhibit an antioxidant potential by increasing glutathione contents,™ act
as anti-inflammatory® and anti-allergicG'7 agents, and exhibit immunomodulatory

potential.3'8‘|3

Specifically, whey proteins, principally lactoferrin, exert their
immunomodulatory potential by stimulating the phagocytosis process by human
neutrophils and the production of interleukin (IL)-8.° Lactoferrin also possesses
anti-inflammatory effects in animal models by stimulation of regulatory IL-10
production.7‘l4 The whey proteins B-lactoglobulin, bovine serum albumin, and o

lactalbumin stimulate immune cell production.''"

The presence of peptides in
whey-derived products depends of the formulation process. Some studies
indicate that whey peptides exert also immunomodulatory potential; however, this
research is relatively recent, and many other effects could be attributed to the
presence of whey peptides.’  Studies indicate that whey peptides stimulate
lymphocyte production and activity and increase secretory immunoglobulin (Ig)

A production in Peyer’s patches.'3 16

Lactic acid bacteria (LAB), commonly known as probiotics, are also
functional foods that possess many immunomodulatory effects. The genus
Lactobacillus, the most studied of these probiotics, is commonly used in the milk
fermentation process.|7 It has also been demonstrated that the effects of
probiotics in synergy with food ingredients could be more intense than the

8  The effects of LAB are strain-dependent, but many

probiotics alone.'
Lactobacillus strains act on Peyer’s patches to stimulate the production of

secretory IgA, help phagocytosis, and exhibit anti-inflammatory action by
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regulation of cytokine production and anti-allergic potential by reduction of IgE

22 | AB increase the production of a large variety of cytokines

production.
depending on the strain used; some increase the Th1 profile, while others increase

the Th2 profile.23

A novel whey-derived ingredient, the malleable protein matrix (MPM), is
obtained from whey fermented by Lactobacillus kefiranofasciens strain R2C2
isolated from kefir grains.24 The final product, MPM, is composed principally of
fermented whey proteins and LAB. Also present in MPM are exopolysaccharides
produced by strain R2C2, niacin, riboflavin, a high proportion of calcium, and
peptides generated during the fermentation process. The MPM composition is
completely reported in Table 1. As mentioned, all the major components of
MPM are known for their immunomodulatory potential. Moreover, the vitamins
niacin and riboflavin as well as calcium have been proven to have

. 5-
immunomodulatory effects. >

The objective of this present study is to evaluate the immunomodulatory
potential of the MPM. The composition of MPM points to an eventual
immunomodulatory effect; however, it is conceivable that it will possess an
elevated immunomodulatory potential. This potential has been evaluated using a

healthy rat model.

MATERIALS AND METHODS

Reagents

Humid and lyophilized MPM fractions were obtained from Technologie
Biolactis Inc. (LaBaie, QC, Canada). MPM was given orally in either its original
humid form or reconstituted. Lyophilized MPM required reconstitution in water
(20 g of lyophilized MPM:80 mL of water) corresponding to the original MPM

water content. Final reconstitution was completed by mixing for 2 minutes with a
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blender at maximum speed. The final reconstituted product was stable at 4°C for
at least 1 month in sterile environment. The whey isolate product, HMS90, was
obtained from Immunocal (Montreal, QC, Canada) and reconstituted in
accordance with the manufacturer’s instructions. Danone light natural yogurt was

used undiluted in some experiments.

Animals

Wistar or Lewis female rats were obtained from Charles River
Laboratories (St-Constant, QC, Canada) and used at 7 weeks of age for studies in
healthy rats. The animals were housed in filter-top isolator cages in a room kept
at 20-23°C with humidity maintained between 35% and 45% and a 12-hour
light—dark cycle with free access to a standard laboratory pelleted diet (Rodent
Lab Diet 5001, Ren's Feed & Supplies Ltd., Oakville, ON, Canada). The
experimental protocols used were approved by the Animal Care Committee of the
Institut National de la Recherche Scientifique-Institut Armand-Frappier (Comité
Institutionnel des Soins aux Animaux et de Leur Utilisation) (Laval, QC, Canada)
and were performed in accordance with the recommendations of the Canadian
Council on Animal Care as specified in the National Institutes of Health’s Guide

to the Care and Use of Experimental Animals.

Total white blood cell counts

Four groups of Lewis rats (n = 5) were given per os 1 mL of saline, humid
MPM, reconstitued HMS90 or yogurt twice a day for 4 days. On day 4, 0.5 mL
of blood was collected by jugular puncture, and total white blood cells were
counted by confocal microscopy (microscope from Leitz, Wetzlar, Germany)
following a blood treatment with Unopette® brand capillary pipettes (Becton

Dickinson, San Diego, CA) in accordance with the manufacturer’s instructions.
Distinctive white blood cell counts

Two groups of Wistar rats (n = 6) were given per os 1 mL of water or

humid MPM twice a day for 4 days. Blood was collected (0.5 mL) by jugular
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puncture at day 4. The lymphocyte, monocyte, and polymorphonuclear (PMN)
cells were identified with biotin anti-rat CD45-specific marker and streptavidin-
PE-Cy5 to complete the reaction (BD Biosciences Pharmingen, San Diego). The
red blood cells were lysed with Optilyse® C (Beckman Coulter, Fullerton, CA) in
accordance with the manufacturer’s instructions. The cell counts were obtained
by passage of 20 pL of preparation in an Epics® XL™ flow cytometer (Beckman
Coulter). The lymphocytes, monocytes, and PMN cells were separated in

accordance with size and surface expression level of CD45.

Total and MPM-specific antibody production

Four groups of Wistar rats (n = 6) were given per os 1 mL of water,
humid MPM, lyophilized MPM, or reconstituted HMS90 twice a day for 18 days.
After 18 days, 1 mL of blood was collected by jugular puncture, and the antibody

levels were evaluated by enzyme-linked immunosorbent assay.

For the total antibody production, 1:100-1:15,000 serum dilutions in
carbonate-bicarbonate buffer (pH 9.6) (Sigma-Aldrich Canada, Oakville) were
incubated in a 96-well microplate for 1 hour at 37°C and after that overnight at
4°C. The plate was washed twice with Tris-buffered saline-Tween 20 (0.1%)
buffer [20 mM Tris-HCI (pH 7.5), 0.5 M NaCl, and 0.05% Tween 20]. After
incubation with blocking reagent solution (Roche Diagnostics, Montreal), anti-rat
IgG peroxidase-labeled antibody (Sigma-Aldrich Canada) was added, and the
plate was incubated for 2 hours at 37°C followed by addition of 2,2'-azino-bis(3-
ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) substrate (ABTS) (Sigma-Aldrich Canada)
diluted in phosphate-citrate buffer (Sigma-Aldrich Canada). The total antibody
production was evaluated by optical density at 405 nm after 15, 30, and 45

minutes of incubation at 37°C.
For the determination of MPM-specific antibody production, the MPM

diluted 1:100 in carbonate-bicarbonate buffer (pH 9.6) was incubated for 1 hour

at 37°C and after that overnight at 4°C. The plate was washed twice with Tris-
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buffered saline-Tween 20 (0.1%) buffer. After the incubation with blocking
reagent solution (Roche Diagnostics), 1:2-1:50 serum dilutions in phosphate-
buffered saline were added to the plate and incubated for 2 hours at 37°C. Anti-
rat IgG peroxidase-labeled antibody (Sigma-Aldrich Canada) was then added and
incubated for 2 hours at 37°C, followed by addition of ABTS substrate diluted in
phosphate-citrate buffer. The MPM-specific antibody production was evaluated
by optical density at 405 nm after 15, 30, and 45 minutes of incubation at 37°C.

Determination of intracellular reduced glutathione (GSH) contents

Four groups of Wistar rats (n = 6) received per os 1 mL of water, humid
MPM, lyophilized MPM, or reconstituted HMS90 twice a day for 18 days. After
18 days, 1 mL of blood was collected by jugular puncture. The method used for
the determination of GSH contents is modified from those reported by Anderson®®
and Tietze.” The red blood cells were mixed vigorously with 15% sulfosalicylic
acid dihydrate (Fisher Scientific, Whitby, ON, Canada). After centrifugation, the
supernatant was diluted in 5% sulfosalicylic acid dihydrate. The GSH reaction
was done with distilled water, NADPH tetrasodium salt (Roche, Laval), 5',5-
dithio-bis(2-nitrobenzoic acid) (Sigma-Aldrich Canada), and glutathione
reductase (Roche, Laval) in a ratio of 16.5:70:10:1, respectively. Samples of 50
uL were analyzed in continu at an optical density of 412 nm for 20 minutes with a
spectrophotometer (Varian Cary 300, Varian, St-Laurent, QC, Canada). The

results were reported on a GSH standard curve (Sigma-Aldrich Canada).

Statistical analysis
The experiments in healthy rats were performed with a minimal number of
six rats per group. The statistical analysis of data was done with the ¢ test using

Sigma Plot analysis software (Systat Software, San Jose, CA).
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RESULTS

The MPM is a whey-fermented product that should possess, by its
composition (Table 1), an interesting immunomodulatory potential.  The
objective of this study was to demonstrate this potential by the use of healthy rats.
Figure 1 shows that following a 4-day period of product consumption, the MPM
increases the level of white blood cells 1.8-fold in normal healthy rats compared
to the control group. Moreover, the effect of MPM suggests that it possesses a
better immunomodulatory effect than other commercial whey and milk protein-
based products such as HMS90 or regular yogurt (Fig. 1). Indeed, whey isolates
HMS90 increased the total white blood cell count only 1.2-fold compared to the

control group, while yogurt showed a reduction in total white blood cell count.

The type of immune cells being increased after MPM consumption was
also evaluated. Figure 2 demonstrates that the increase in white blood cell
production previously observed is associated with a specific increase in PMN
circulating cells. The MPM consumption stimulates the PMN production by 1.8-
fold compared to the control group at day 4. These results correlate with the
increase in total white blood cell counts previously observed and demonstrate that
it is specifically associated with PMN counts since MPM consumption increases
total white blood cells (Fig. 1) and the PMN counts (Fig. 2) identically after 4
days. No stimulation in lymphocyte cells or monocyte cells was observed upon

MPM consumption.

MPM consumption does not influence the antibody production. The total
antibody level remained unchanged after consumption of MPM, and no difference
was observed between groups (data not shown). The MPM-specific antibody
production was evaluated to confirm the absence of allergens or immune
recognition of MPM following its consumption. No MPM-specific antibody

production was observed in any group (data not shown). This result confirms that
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the lack of previous consumption of MPM by the rats does not lead to an

undesirable reaction toward MPM.

The MPM exhibits an antioxidant potential as shown by an increase of
1.25-fold in intracellular GSH content (Fig. 3). Moreover, the GSH content
following MPM consumption showed a similar result to that observed with
consumption of the HMS90 control, which is recognized as a strong GSH

enhancer product.™
DISCUSSION

Leukocytes, also referred as white blood cells, are implicated in immune
defense. The number and activity of these cells are variable between individuals
and are associated with a number of factors, including age, levels of preliminary
exposure to antigens, individual health, etc.’’ Nutrition is also an important factor
in the development of an appropriate defense by the immune system. It is well
known that many foods exert stimulatory effects on immunity, including, notably,

yogurt containing LAB.*

The MPM contains many ingredients; including whey proteins and
peptides, LAB and their exopolysaccharides, group B vitamins, and calcium
(Tablel). All these ingredients have demonstrated known effects on the immune
system.""o""27'33’34 Thus, it was expected that the MPM would also exert an
immunomodulatory potential, possibly greater than the sum of its parts, due to a
synergistic effect between the constituents that would contribute to the beneficial

effect observed with MPM consumption.

Stimulation of the production of total white blood cells was the first
evidence of an immunomodulation by the MPM. The total white blood cell
counts in healthy rats fed with MPM was compared to those in rats fed with

yogurt (Danone) or whey isolate protein HMS90 (Immunocal). Lewis rats
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showed an increase of 1.8-fold in the total white blood cell count, confirming the
immunostimulatory effect of the MPM on total leukocyte production. It was then
important to determine which leukocyte population (lymphocytes, monocytes, or
PMN cells) was specifically stimulated. To investigate the modulation of
leukocyte subpopulations, Wistar rats were used. The combination of anti-rat
CD45 antibody expression and size separation using flow cytometry allowed
separation of the three populations. Only the PMN population was stimulated by
the MPM consumption (Fig. 2). These immune cells are the most important cells
implicated in innate immune defense since they are implicated principally in
pathogen recognition and destruction by the phagocytosis process.” These cells
also possess an important role in adaptive immune defense due to their function
as antigen presenting cells to lymphocytes. The MPM permits a stimulation of
innate immunity and could help in the role of antigen presenting cells by the
PMN cells. Consequently, the organism will have a better nonspecific and
perhaps specific protection against pathogen invasion.! The increase in PMN
circulating cells suggests that the MPM would be a good supplement to stimulate
innate immunity in healthy people and could be beneficial for immunosuppressed

individuals.

It was important to demonstrate that this PMN augmentation was not
associated with a negative immune reaction against the MPM.  The first
indication is that the augmentation of leukocyte count is not associated with
animals that have not previously consumed whey proteins. The composition of
Rodent Lab Diet 5001 is defined with a significant proportion of whey proteins
(2-3% of dried whey). Second, the absence of MPM-specific antibody
production confirmed the absence of undesirable reaction toward MPM.
Although the total antibody level is not enhanced by MPM consumption, the
potential of MPM to act as a natural oral adjuvant in specific antibody production
following vaccination remains and will be the basis of future experiments. The
antioxidant potential, demonstrated by GSH content, is another indication of the

immunomodulatory effect of MPM (Fig. 3). It is known that GSH is a natural
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intracellular antioxidant very efficient in neutralizing free radicals but also has an
important role in immunity. The antioxidant functions permit health maintenance
and prevention against diseases.”> An elevated level of GSH permits the
organism to produce more leukocytes and, consequently, permits activation of
immune defense.* GSH is a well-known natural antioxidant, neutralizing free
radicals, and has multiple health benefits especially in cancer prevention and in
AIDS by means of its stimulatory effect on basic functions of immune cells.*
The same benefits would be expected upon MPM consumption. The whey
protein isolate HMS90 stimulated the production of GSH but in the absence of
leukocyte stimulation. Reports indicate that whey protein isolates generally exert

36,3
837 or humoral

their immunomodulatory effect on splenocyte proliferation
stimulation following antigen immunization.'**** Conversely, the MPM showed
an immunostimulatory potential on innate immunity by stimulation of circulating
cells without previous antigen stimulation. The effect of the MPM is different
than that associated with whey isolate products, indicating that MPM’s complex
composition exhibits a synergic effect. This immunostimulatory capacity
indicates that the MPM would also be a good candidate for studies in the

prevention of diseases by its general effect on immunity.

In conclusion, the MPM represents a good nutraceutical that would permit
stimulation of the innate immune defense in the case of healthy individuals. This
immunostimulatory potential of the MPM could increase general immunity that is
required to increase resistance against viruses and pathogenic bacteria, as well as
tumors. Although these results are promising, it is important to demonstrate the
absence of negative effects associated with the increase in PMN cells as in the
case of inflammatory diseases; this will be the focus of future studies with the
MPM.
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TABLE 1. COMPOSITION OF MPM

Composition (g/100 g)

Humidity 80.0
Protein 8.3
Fat 1.2
Ash (minerals) 5.9
Carbohydrates 4.7
Lactose 2.7
Galactose 0.2
Minerals (mg/100g)
Potassium 142.9
Sodium 175.2
Calcium 1507.4
Phosphorus 730.3
Selenium <0.1
Magnesium 54
Oligo-elements (mg/100g)
Copper 0.07
Iron 0.24
Manganese 0.05
Zinc 0.13
Vitamins (me or ue/l00e)
Riboflavin (B2) 0.32 mg
Niacin (B3) 1.00 mg
Pyridoxine (B6) 0.04 mg
Cobalamine (B12) Not detected
Ascorbic acid (C) Not detected
Folic acid Sug

Bacterial count (CFU/100g)

LAB 6X10"
CFU, colony-forming units.
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5.1 Mise en contexte

Les effets immunomodulateurs de la MPM ont été préalablement
démontrés in vivo chez des animaux sains. Il a été identifié que la MPM possede
un potentiel antioxydant via la stimulation de la production de GSH ainsi qu’une
augmentation importante de la production des polymorphonucléaires sanguins.
Ces résultats prometteurs indiquent une stimulation du systtme immunitaire
innée. Par ailleurs, il est aussi démontré que certains constituants de la MPM

peuvent a la fois exhiber des effets immunomodulateurs et anti-inflammatoires.

Le but de cette présente étude était de démontrer les effets de la MPM dans
un modele inflammatoire afin de s’assurer de 1’absence d’effets indésirables lors
d’une maladie inflammatoire malgré une stimulation de ’immunité innée en
situation saine ainsi que d’évaluer le potentiel anti-inflammatoire de la MPM. Le
modele de la dermatite de contact a été utilisé chez des animaux gavés avec la
MPM et I’hydrocortisone comme contrdle positif. Le degré d’inflammation est
facilement quantifiable par la mesure de I’épaisseur de I’oreille. De plus, comme
les résultats indiquent un effet anti-inflammatoire intéressant, divers paramétres

ont été suivis afin d’évaluer le mécanisme d’action potentiel de la MPM.

Les objectifs de cette étude étaient :

1) Evaluer le potentiel anti-inflammatoire de la MPM.

i) Vérifier la présence ou I’absence d’effets secondaires par la
consommation de la MPM dans cette maladie.

iii)  Caractériser le mécanisme impliqué dans I’effet anti-inflammatoire
de la MPM en comparaison avec celui d’un glucocorticoide
souvent utilisé dans ce type de pathologie.

1v) Caractériser ’effet anti-inflammatoire de la MPM quant a

P’extravasation des neutrophiles au site inflammatoire.
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5.2 Contribution des auteurs

J’ai effectuée toutes les expériences chez les animaux; c’est-a-dire autant
I’adaptation du modele ainsi que toutes manipulations autant animales que ex vivo
avec les organes des animaux. J’ai aussi rédigé I’article, effectué les expériences
complémentaires exigées par les correcteurs ainsi que toutes corrections
nécessaires a la rédaction de I’article. Claude Dupont et Pierre Lemieux m’ont
dirigé dans la planification des expériences ainsi que dans la rédaction et la

correction de ’article.
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5.3 Résumé francais

Anti-inflammatory potential of a malleable matrix composed of fermented

whey proteins and lactic acid bacteria in an atopic dermatitis model.

Josée Beaulieu"?, Claude Dupont' and Pierre Lemieux>".

1. Institut national de la recherche scientifique, INRS-Institut Armand-Frappier,
531 boul. des Prairies, Laval, Québec, Canada, H7V 1B7.

2. Technologie Biolactis, 500 boul. Cartier suite 218, Laval, Québec, Canada,
H7V 5B7.

Introduction :

Depuis plus de 10 ans, les protéines de lactosérum regoivent de plus en plus de
considérations dans le domaine des aliments fonctionnels et nutraceutiques. Dans
cet article, un produit innovateur a base de protéines de lactosérum fermentées, la
Matrice Protéique Malléable (MPM), a été testée pour son potentiel anti-
inflammatoire. Des résultats préliminaires in vitro ont démontré que la MPM

pourrait exercer des activités anti-inflammatoires in vivo.
Méthodes :

Le potentiel anti-inflamatoire systémique de la MPM a été démontré par le
modele de la dermatite atopique de contact induit par 1’oxazolone (ACD).
Plusieurs parametres incluant I’épaisseur de I’oreille, les effets secondaires et

I’extravasation des neutrophiles ont été suivis.
Résultats :

La MPM possede un effet anti-inflammatoire, dans le modéle ACD, comparable a
celui de I’hydrocortisone (contréle positif). Les souris nourris aux MPM ont
démontré une forte réduction de I’inflammation de I’oreille mais une absence

d’effets secondaires en comparaison a I’hydrocortisone. La MPM semble avoir le
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potentiel de réduire I’extravasation des neutrophiles dans les tissus comme le
montre les décomptes de polymorphonucléaires sanguins ainsi que le contenu en

myéloperoxidase dans I’ oreille.
Conclusion :

L’activité anti-inflammatoire démontrée dans le modeéle ACD suggere que le
mécanisme d’action des MPM est différent de celui associé a I’hydrocortisone.
La MPM pourrait devenir un produit approprié pour les gens souffrant de
manifestations dermatologiques associ€es aux dysfonctions immunitaires comme

les allergies, ’eczéma, les dermatites et quelques maladies autoimmunes.

Article publié dans : Journal of Inflammation, 2007. March 21. 4:6
Reproduit avec la permission de Journal of Inflammation et BioMed Central

Production
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5.4 Anti-inflammatory potential of a malleable matrix composed of
fermented whey proteins and lactic acid bacteria in an atopic dermatitis

model.
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Abstract

Background:

Over the last 10 years, whey proteins have received considerable attention in the
area of functional foods and nutraceuticals. In this paper, a novel fermented whey
protein-based product described as a gel-like Malleable Protein Matrix (MPM)
has been tested for its anti-inflammatory activity. Preliminary in vitro results

have already indicated that MPM could exert such an anti-inflammatory activity.
Methods:

The systemic anti-inflammatory activity of the MPM was explored using the
oxazolone-induced atopic contact dermatitis mouse model (ACD). Parameters
including ear thickness, side effects as well as neutrophil extravasation were

monitored.
Results:

In the ACD model, the MPM exhibited an anti-inflammatory effect comparable to
that of hydrocortisone (positive control). Mice fed with MPM showed strong
reduction of the ear inflammation while no side effects, as compared to
hydrocortisone, were observed. The MPM seemed to reduce neutrophil
extravasation in tissue as evidenced by blood polymorphonuclear cells and ear

myeloperoxidase content.
Conclusion:

The anti-inflammatory activity demonstrated in the ACD model suggests that the
mechanism of action of the MPM is different than that of hydrocortisone and
could become a relevant product for people suffering from dermatological
manifestations associated with immune dysfunctions such as allergies, eczema,

dermatitis, and autoimmune diseases.
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Background

Modern life-styles which leads to obesity, stress and inactivity, is a major
cause of immunological diseases, particularly those associated with chronic
inflammation which are on the upswing during the last decade [1-3]. Many
evidences exist that functional foods have protective effects on immune
deficiency [4-6] including whey proteins, which can modulate some immune
functions [5]. Other studies revealed that whey proteins possess a myriad of
activities including antioxidant activity attributed to increasing glutathione content
[7, 8], anti-allergic, [9] anti-inflammatory [9-11] and immunomodulatory
activities [12-19]. Whey proteins such as B-lactoglobulin (B-LG), bovine serum
albumin (BSA) and o-lactalbumin (o-LA) have been shown to stimulate
splenocyte proliferation, increase interleukin-1 production by macrophages and
increase GSH production [18, 19]. Whey peptides have recently been shown to
possess immunomodulatory activities such as a stimulation of lymphocytes, an
increasing in phagocytosis process as well as in secretion of immunoglobulin A

(IgA) by Peyer’s patches [5, 13, 17, 20].

Lactoferrin (LF), a minor whey protein, has been extensively studied. LF
assists the phagocytosis process in neutrophils, increases production of
interleukin-8 (IL-8) [13] and stimulates immune cell production [15, 19, 21].
Moreover, LF has also demonstrated anti-inflammatory effects in animal models
by an inhibition of pro-Th1 cytokines and an increasing in regulatory cytokine IL-
10 production [9, 11]. More specifically, LF exerts its anti-inflammatory effect
during mouse atopic contact dermatitis (ACD) by reducing ear thickness and

infiltration of inflammatory cells following a direct topical contact [11].

In addition, some Lactic Acid Bacteria (LAB) have shown
immunomodulatory and anti-inflammatory activities. The genus Lactobacillus
commonly used in many fermented dairy products [22] is the most studied of

these probiotics [23]. The effects of LAB are very strain-dependent but many
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lactobacilli act on Peyer’s patches to stimulate IgA production, phagocytosis
process and possess anti-inflammatory and anti-allergic activities by reducing the
production of cytokines and immunoglobulin E (IgE) [24-27]. Cytokine
production is also strain-dependent as some lactobacilli are able to increase Thl
profile while others increase Th2 profile [28]. These results suggest that
lactobacilli could act both as immunostimulating and anti-inflammatory agents.
Some studies also indicate that the effects of probiotics acting in synergy with
food ingredients can be more intense than the probiotics alone [29]. Moreover,
vitamins present in the MPM (niacin and riboflavin) as well as calcium also

possess immunomodulatory effects [30-32].

Considering the positive effects on the immune system of both whey
proteins and probiotic lactobacilli, a novel fermented whey protein-based
ingredient, called Malleable Protein Matrix (MPM) [33], was tested for its
immunomodulatory activities [34]. It was previously demonstrated that MPM
stimulates production of blood polymorphonuclear cells, cytokine IL-18 as well as
glutathione by white blood cells in healthy rat suggesting a stimulation of innate
immunity [33, 34]. On the other hand, MPM can also reduce the production of
important pro-inflammatory cytokines such as TNFoa [33]. Moreover, it was
shown in vitro that MPM reduces pro-inflammatory cytokines and inhibits the
cytokines production following LPS stimulation on CaCo2 cells [33]. These
results suggested that MPM might also exhibit anti-inflammatory properties when

placed in the context of inflammation.

The objective of this present study was to evaluate the systemic anti-
inflammatory potential of MPM and to determine how its complex composition
may lead to synergistic effects. For this purpose, the oxazolone-induced atopic
contact dermatitis mouse model (ACD) was used. This ACD mouse model
requires two distinct phases [35]. First, the sensitization phase is initiated by
topical application of oxazolone, which permits the activation of T cells through

Langerhans cells acting as an antigen presenting cells. The elicitation phase is
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next achieved by a subsequent topical application of oxazolone, which initiate the
inflammatory process by recruiting activated T effector cells which in turn attract
inflammatory cells [36-38]. The inflammatory cells recruited in this ACD model
are principally macrophages, which attract neutrophils in the early inflammatory
phase and monocytes as well as dendritic cells in the early and late inflammatory
phases. CD4+ T cells act as regulatory cells and not as effector cells in the ACD
model, in which they control the intensity of inflammatory reaction [39, 40]. A
similar dermatitis model has recently been used to evaluate the anti-inflammatory

activity of LF [11] and a milk-product fermented by Lactobacillus casei [27].

Methods

Reagents

The Malleable Protein Matrix (MPM) was obtained from Technologie Biolactis inc.
(LaBaie, Qc, Canada). Briefly, the MPM is obtained by a protein specific
recuperation procedure following the fermentation of sweet whey by a proprietary
Lactobacillus kefiranofaciens strain (R2C2) isolated from kefir grains and adapted
to grow in whey [33]. The composition of MPM is shown in Table 1. On a humid
basis (w/w), the MPM contains 80% water, 8% protein, 6% minerals (2% calcium),
5% carbohydrate (2.7% lactose) and less than 1% of fat. Lyophilized MPM
required reconstitution in water: 20 g of lyophilized MPM was blended with 80 mL
of water for 2 minutes at maximum speed (20% w/v). The final reconstituted
product is stable at 4°C for at least 1 month. Water-soluble hydrocortisone (HC)
was obtained form Sigma-Aldrich Canada (Oakville, On, Canada) and was diluted
in deionized double-distilled water to a final concentration of 10 mg/mL. For the
mouse ACD model, the 4-ethoxy-methylene-2-phenyloxazol-5-one (oxazolone)
(Sigma-Aldrich Canada) was required at a concentration of 5% (w/v) in acetone to

cause inflammation.
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Animals

CD-1 female mice were obtained from Charles River Laboratories (St-Constant,
Qc, Canada) and were used at 20 days of age for studies in the mouse ACD model.
The animals were housed in filter top isolator cages in a room kept at 20-23°C with
humidity maintained between 35-45% with a 12-hour light-dark cycle and free
access to a standard laboratory pelleted Rodent Lab Diet 5001 (Ren's Feed &
Supplies Limited, Oakville, On). The experimental protocols used were approved by
the Animal Care Committee of the INRS- Institut Armand-Frappier (Comité
Institutionnel des Soins aux Animaux et de leur Utilisation (CISAU)) and were
performed in accordance with the recommendations of the Canadian Council on
Animal Care as specified in the Guide to the Care and Use of Experimental

Animals (CISAU # 0306-01 and # 0410-01).

Mouse atopic contact dermatitis (ACD)

After a week adaptation in the animal facility, the mice were separated in groups of
10 animals. The grouping was randomized according to the weight of the rodents.
The murine model of ACD was based on those firstly described by Garrigue et al.
[41] and modified as follows: abdomen hair of CD-1 mice was removed and the
sensitization phase was done by the application of 100 pL of oxazolone 5 % (w/v)
in acetone on the hairless abdomen. After four days, the elicitation phase (first
challenge) was initiated by the application of 50 UL of oxazolone 5% (w/v) in
acetone on the right ear (25 pL each side of the ear). The second challenge was
done 7 days after the first challenge with the same procedure. The ear thickness of
the mice was measured every day with a digital caliper (VWR, Mont-Royal,
Canada).

Dose-response curve
The dose-response curve has been done in the prophylactic anti-inflammatory
mouse ACD model. Groups of 10 CD-1 mice received each day by gavages (per os

(p.0)), 100 pL of reconstituted lyophilized MPM at three doses 20% (w/v), 10%
(w/v) and 5% (w/v), 100 pL of water or 100 puL of water-soluble hydrocortisone
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(10 mg/mL). The mouse ACD was performed as described previously and ear

thickness was measured every day.

Prophylactic protocol - Mouse ACD

The prophylactic anti-inflammatory potential of MPM was evaluated by the
administration of MPM seven days prior to sensitization. Groups of 10 CD-1 mice
received each day by gavages (per os (p.0)), 100 pL of reconstituted lyophilized
MPM, 100 pL of water or 100 pL of water-soluble hydrocortisone (10 mg/mL).
The mouse ACD was performed as described previously and ear thickness was
measured every day. The mice’s weight was measured twice a week. The spleen’s
weight was measured at the end of the protocol and was normalized in accordance

to each mouse’s weight.

Therapeutic protocol - Mouse ACD

The therapeutic anti-inflammatory potential of MPM was evaluated by the
administration of MPM, soluble hydrocortisone or water as in the prophylactic
protocol, but only after the first challenge. The other parameters were followed as

described.

Evaluation of peripheral white blood cell counts

At the end of the prophylactic protocol of mouse ACD, the blood of each mouse
was taken and white blood cell counts evaluated by flow cytometry. Briefly, the
red blood cells were lysed with Optilyse C (Beckman-Coulter, Fullerton) in
accordance with manufacturer’s instructions. The cell counts were obtained by
passage of 20 pL of preparation in a Flow Cytometry Epics XL cytometer
(Beckman  Coulter,  Fullerton). The lymphocytes, monocytes and
polymorphonuclears (PMN) were separated in accordance with cell size and cell

granulometry.
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Evaluation of ears-myeloperoxidase (MPO) content

The method for the evaluation of MPO content was adapted from those developed
by Bradley et al. [42] and Xia and Zweier [43]. The mice were sacrificed at the end
of prophylactic protocol by CO2 and the ears were immediately remove and frozen
quickly in liquid nitrogen. The ears were chopped up and added in 50 mM
phosphate  potassium  buffer, pH 6.0 supplemented with 0.5%
hexadecyltrimethylammonium bromide (HTAB). The ears were disrupted with
three cycles of sonication (10 sec.) in water-ice bath followed by three freeze-thaw
cycles in methanol-dry ice bath and another three cycles of sonication in water-ice
bath. The homogenates were centrifuged at 10 000 g for 15 min at 4°C and the
supernatants were conserved at —80°C until analyses. For the quantification of
MPO content, 100 pL of homogenates (or MPO standard from Sigma-Aldrich,
Oakville, On) were mixed with 2.9 mL of 50 mM phosphate potassium buffer
containing 0.117 mg/mL of o-dianisidine (Sigma-Aldrich, Oakville, On) and
0.0005% hydrogen peroxide. The oxydation of o-dianisidine kinetic was followed
at 460 nm with a spectrophotometer Varian Cary 300 (Varian, St-Laurent, QC)
during 5 min at 25°C.

Statistical analysis

The inflammatory mouse ACD experiments were performed with groups counting
10 mice/group and two independent experiments. The statistical analysis of data
was performed by the biostatistical service of INRS-Institut Armand-Frappier.
Statistical analysis used was a repeated measure one-way ANOVA test that permits
the comparison between groups during the entire experiment independently of each
day. When the ANOVA test was not possible because of interactions between

groups, a Student test was run for comparison of groups at each day.
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Results

MPM is a whey-fermented product, which by its composition, has a high
potential as an anti-inflammatory agent. The oxazolone-induced atopic contact
dermatitis (ACD) model was used for the demonstration of MPM’s effect on
inflammatory diseases. Figure 1 shows an important reduction of ear thickness in
mice consuming MPM as compared to that of the water control group. In the dose-
response curve experiment, it is demonstrated that MPM possesses a higher anti-
inflammatory effect when the concentration of product was 20% (Figure 1A).
Consequently, MPM has been used for all experimentations at 20%. In the
prophylactic protocol (Figure 1B), the maximal reduction of ear thickness was in
the order of 26% in the MPM group and 35% in the hydrocortisone group as
compared to the water control group. This thickness reduction was observed
immediately after the first challenge and increases markedly after the second
challenge. The ANOVA test indicates that reduction of ear thickness in the MPM
group was statistically different of those from water group (p<0.07) for the entire
experiment. However, the ANOVA between MPM and HC groups was not
possible because of interaction between the two groups. However, Student test has
confirmed that the difference between both groups is not statistically different for
the entire experiment (with exception for day 4). This statistical analysis permits to
conclude that the anti-inflammatory effect of MPM is comparable to that of
hydrocortisone treatment. In the therapeutic protocol (Figure 1C), the reduction of
ear thickness was statistically different only after the second challenge in the MPM
group compared to the water control group and reached a maximal reduction of
37%. For the group treated with hydrocortisone the maximal reduction of ear
thickness reached 40%. Using the prophylactic protocol, these anti-inflammatory
observations were confirmed in another independent experiment with the same
batch of MPM and also with two other different batches of MPM. The results
obtained were similar and statistically significant as confirmed by the ANOVA
analysis, indicating the reproducibility of anti-inflammatory effect using different

batches of MPM (data not shown).
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The consumption of hydrocortisone is associated with a negative effect on
mice growth which is clearly demonstrated by the cessation of growth in the mice
who received hydrocortisone (Figure 2). The MPM demonstrated an absence of
detrimental effect on growth in comparison to water control group. Moreover, the
hydrocortisone treatment induced a spleen atrophy represented by a 50% reduction
in spleen weight as compared to water or MPM consumption (Figure 3). This
spleen atrophy indicates an immunosuppression of immune cells after
hydrocortisone treatment. No statistical difference was observed between the water
and MPM group on spleen weight suggesting no immunosuppression following
MPM consumption. The cell counts confirmed this immunosuppression following
hydrocortisone treatment as demonstrated by the important reduction
(approximately 50%) in circulating lymphocytes in comparison to water control
group (Figure 4). On the contrary, the MPM consumption showed a tendency to
increase lymphocyte numbers. These results indicated that MPM consumption do

not induce side effects generally associated with hydrocortisone treatment.

The polymorphonuclear (PMN) cell counts were higher in MPM and
hydrocortisone fed groups compared to the water control group (Figure 4). The
blood PMN counts were 1.86 and 2.35 fold higher in MPM and hydrocortisone
respectively indicating a possible diminution of PMN extravasation in the ear of
mice. The diminution of neutrophils extravasation as suggested by blood PMN
counts was confirmed by the reduction of neutrophil content in ear of 62.4% and
82.6% following MPM and hydrocortisone treatment respectively, as measured by

myeloperoxidase (MPO) ear analysis (Figure 5).

Discussion

MPM contains a variety of ingredients including whey proteins and
peptides, LAB and their related exopolysaccharides, group B vitamins and calcium

(Table 1). All these ingredients possess effects on the immune system such as an
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interesting anti-inflammatory potential [5, 14, 15, 32, 44, 45]. In light of these
components, the MPM is believed to possess an anti-inflammatory potential, which
may be amplified by the synergy of its individual components. Previous
observations suggested that the MPM could be an interesting treatment in
inflammatory diseases. Indeed, it was demonstrated that MPM reduced production
of cytokine TNFo in healthy rat [33]. This cytokine is very important in the
development of the ACD disease and contributes in the amplification of
inflammatory reaction [46]. The reduction of this pro-inflammatory cytokine
following MPM consumption indicated its potential in the inhibition of
development of inflammatory disease and reduction of its intensity. Moreover,
MPM inhibited the production of cytokines in vitro on CaCo2 cells stimulated with
LPS [33] suggesting the inhibition of development of inflammation following an

inflammatory stimulus.

The anti-inflammatory potential of MPM has been confirmed in these
studies with the murine ACD model. This model of inflammation has proven to
be a sensitive and useful tool to determine efficacy and potency of several anti-
inflammatory and immunosuppressive drugs used in dermatological disorders
such as dermatitis and psoriasis. Glucocorticoids, such as hydrocortisone, are
commonly used to relieve skin and joint inflammation and have been used as a
positive control group in these experiments [35]. This model comprises two
important phases in order to examine inflammation: 1) Sensitization phase that is
developed by application of oxazolone on the abdomen, allowing the recruitment
of antigen presenting cells, which capture and present the antigen (oxazolone) to
naive T lymphocytes that afterwards become active. 2) Elicitation phase
developed by the application of oxazolone on the ear, which allows activation of

T lymphocytes to move to the ear and recruit inflammatory cells {35, 47].
MPM and hydrocortisone administered p.o. either in a prophylactic (Figure

1B) or a therapeutic fashion (Figure 1C) reduced the inflammation with similar

efficiency as demonstrated by the reduction of ear redness and thickness. In the
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prophylactic protocol (Figure 1B), the reduction of ear inflammation was
observed as soon as one day after the first challenge and this protective effect was
conserved throughout the entire course of the experiment. On the other hand, for
therapeutic protocol, the anti-inflammatory effect following MPM consumption
was apparent only after the second challenge (Figure 1C). The effect of MPM in
this model (therapeutic protocol) showed that a certain period of time is required
to overcome existing inflammation. This indicates that the MPM possesses an
anti-inflammatory effect in an existing disease and is not only a preventive
treatment. This therapeutic effect is interesting because those who suffer from
such disease can consume MPM during crisis and will benefit of its effect. This
study has shown that the reduction of inflammation by MPM consumption is not
negligible as demonstrated by the comparison with hydrocortisone treatment.
From that observation, we could speculate that the MPM might also exerts a

beneficial effect on the reduction of skin itching and pain.

The MPM has a strong anti-inflammatory effect as demonstrated by its
ability to reduce dermatological inflammation to the same extent than that of
hydrocortisone. However in contrast to hydrocortisone, the MPM showed no side
effects generally associated to medication including spleen atrophy, reduction in
lymphocyte circulating cells or deleterious effect on body weight gain (Figures 2,
3 and 4). Hydrocortisone exerts its anti-inflammatory potential by suppression of
immune cells. The reduction of inflammation observed by hydrocortisone
treatment corresponded to a suppression of total immune cells (not only those
implicated in inflammation), which was seen by the reduction in blood
lymphocytes (Figure 4) and in spleen weight (Figure 3) for the mice consuming
hydrocortisone. Consequently, people treated by hydrocortisone will be in a
general immunosuppressed state and are therefore, more susceptible to contract
other diseases and infection. No reduction in immune cells or spleen atrophy was
observed in the mice who consumed MPM in comparison with the control water

group. In fact, a trend showing immune stimulation by the MPM consumption
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was observed as indicated by the tendency to increase lymphocytes counts as well

as spleen weight.

Atopic dermatitis is a disease that affects young children consequently, the
use of hydrocortisone would not be advisable because of its inhibitory properties
on growth [48]. This inhibition in growth following hydrocortisone consumption
has been demonstrated in this study where the growth of these young mice treated
with hydrocortisone was stopped during all the experiment (Figure 2) in
comparison with mice treated with MPM and water which gained weight.
Consequently, consumption of MPM by children and young adult in replacement

of hydrocortisone as an anti-inflammatory product would be a good alternative.

The absence of all these detrimental effects by MPM consumption
suggests that the mechanism of its anti-inflammatory action is different than that
of hydrocortisone. However, both hydrocortisone and MPM seem to inhibit
neutrophil extravasation and accumulation in inflamed tissues as shown with a
higher polymorphonuclear cells (PMN) in circulation as well as a reduced MPO
content in ear (Figures 4 and 5). Results in figure 4 demonstrate an inverse
correlation between inflammation and PMN counts where in the hydrocortisone
and MPM groups, the blood PMN counts is higher while the ear thickness is lower
than reference water group. These results are consistent with those observed for
ear MPO content (Figure 5). The MPO is an enzyme exclusively present in
neutrophil granules and its enzymatic activity measured in a tissue is in direct
correlation of the levels of neutrophils in a tissue [42]. The MPO results showed
that the neutrophil infiltration in ear of mice that received hydrocortisone and
MPM is reduced compared to the mice receiving water. The blood PMN count
parameter and ear MPO content could be explained by the fact that in ACD, the
neutrophils (the most important group in PMN) move from blood to ear because
these cells are principally responsible for inflammation [36-38]. The
hydrocortisone as well as the MPM seems to prevent the neutrophil extravasation

from blood to ear, reducing the ear inflammation. However, the mechanism
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causing this inhibition of neutrophil extravasation is different between these two
groups because of the absence of immunosuppression in MPM group as seen by
the absence of spleen atrophy as well as blood lymphocyte counts (Figures 3 and
4). This inhibition of neutrophil infiltration indicate that MPM will be a good
candidate for the treatment or prevention of neutrophilic diseases such as, Sweet
syndrome (a neutrophilic dermatose resulting of Crohn’s disease complications)

as well as chronic obstructive pulmonary disease [49, 50].

It is previously demonstrated that MPM enhances some cytokines, blood
PMN cells and glutathione production by leukocytes [33] indicating that MPM
exerts a definitive immunomodulation. Its consumption could either be beneficial
in a context of stimulation of innate immunity but detrimental in the context of
inflammatory disease. This present study reveals the interesting properties of
MPM in the reduction of inflammation confirming that despites its innate
immunity stimulation potential, MPM act also as an anti-inflammatory agent. The
complexity of MPM components as well as the potential synergy between its
components could explain the properties of MPM to be an immunomodulatory
agent as well as to be an anti-inflammatory agent in the context of inflammation.
These two different immune situations suggest that MPM act trough a regulatory
mechanism explaining their both immunomodulatory and anti-inflammatory
properties. These results demonstrate that, as a new product, the Malleable Protein
Matrix reduces inflammation and immune dysfunctions when consumed orally
while maintaining an appropriate immune system threshold.  Experiments to
demonstrate the mechanism of action responsible for the anti-inflammatory effect
of the MPM consumption and other parameters to determine how specific cells
are implicated and influenced by MPM consumption in this ACD model are

underway.
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Conclusion

MPM possesses a strong anti-inflammatory effect comparable to
hydrocortisone when examined in the ACD model. The anti-inflammatory effects
of consumption of MPM occur without the undesirable side effects normally
associated with hydrocortisone. Therefore, MPM would be an alternative of
choice for children and young adult suffering from chronic inflammatory of
various diseases such as ACD. The consumption of the MPM could act as a
preventive or a therapeutic nutraceutical in the case of inflammatory diseases like
atopic dermatitis or related diseases such as, psoriasis. Psoriasis is a chronic
inflammatory disease with similar effects on the immune system to that observed

for ACD.
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Table 1. Composition of MPM

Composition
(g/100 g)
Humidity 814
Protein 8.1
Lipids 0.9
Ash (minerals) 5.1
Carbohydrates 4.6
Lactose 2.7
Galactose 0.2
Minerals
(mg/100g)
Potassium 142.9
Sodium 175.2
Calcium 1600
Phosphorus 730.3
Selenium <0.1
Magnesium 5.4
Oligo-elements
(mg/100g)
Copper 0.07
iron 0.24
Manganese 0.05
Zinc 0.13
Vitamins
(mg or ug/100g)
Riboflavine (B2) 0.32 mg
Niacin (B3) 1.00 mg
Pyridoxine (B6) 0.04 mg
Cobalamine Not detected
(B12)
Ascorbic acid (C) Not detected
Folic acid Sug
Bacterial count
(CFU/100g)
LAB 6X10''
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Figure 1. Ear thickness of mice administered p.o. with the MPM,
hydrocortisone or water. Fig 1A. Dose-response curve during the prophylactic
model : Administrations started 7 days prior sensitization and challenges with
oxazolone (p<0.07 for MPM 20% and hydrocortisone groups compared with water
reference group in the ANOVA statistical analysis). Legend: Light-grey bars:
Water, Dark-grey bars: MPM 20%, White bars: MPM 10%, Hashed bars: MPM
5%, Black bars: Hydrocortisone. Fig 1B. Prophylactic model: Administrations
started 7 days prior sensitization and challenges with oxazolone (p<0.07 for MPM
and hydrocortisone groups compared with water reference group in the ANOVA
statistical analysis) Legend: Light-grey bars: Water, Dark-grey bars: MPM, Black
bars: Hydrocortisone. Fig 1C. Therapeutic model: Administrations started after
sensitization but during oxazolone challenges (p<0.05 for MPM and hydrocortisone
groups compared to water reference group in the ANOVA statistical analysis from
day 8 until the end of experiment). Legend: Light-grey bars: Water, Dark-grey bars:
MPM, Black bars: Hydrocortisone. (n=10)
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Figure 3. Mice spleen weight at the sacrifice in the prophylactic ACD model.
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Hydrocortisone. (** p < 0.01) (n=10)
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Figure 4. Circulating cell counts 17 days after the first oxazolone challenge in
the prophylactic ACD model.

Legend: Light-grey bars: Lymphocyte counts, Dark-grey bars: PMN counts

(* p<0.05; ** p<0.01) (n=10)
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6.1 Mise en contexte

Les effets anti-inflammatoires de la MPM ont ét€¢ démontrés in vivo dans
le modele de la dermatite de contact. Il a été identifi€ que I'effet anti-
inflammatoire de la MPM est comparable a celui de I’hydrocortisone malgré
I’absence des effets secondaires généralement associ€s a la consommation
d’hydrocortisone orale suggérant un mécanisme d’action différent. Les résultats
semblent indiquer que le mécanisme d’action associ€ a I’effet anti-inflammatoire

de la MPM serait relié a une diminution de I’extravasation des neutrophiles.

Le modele de la poche d’air possede comme caractéristique principale, de
permettre un recrutement extréme de neutrophiles suite a I’injection d’un
stimulus. Le but de cette présente étude était d’évaluer les effets anti-
inflammatoires de la MPM précisément sur le processus d’extravasation des

neutrophiles et sur les activités de ces neutrophiles recrutés dans la poche d’air.

Les objectifs de cette étude étaient :

1) Evaluer le potentiel anti-inflammatoire de la MPM spécifiquement
lors de I’extravasation des neutrophiles.

i) Vérifier I’état d’activation des neutrophiles recrutés principalement
quant a leur potentiel de phagocytose.

iii)  Evaluer la production de diverses cytokines et chimiokines.

iv) Caractériser le mécanisme d’action de la MPM.
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6.2 Contribution des auteurs

Le Dr. Denis Girard ainsi que les membres de son équipe de recherche
m’ont appris les techniques de manipulations animales spécifiques au modele de
la poche d’air. Ils m’ont également supervisé dans I’adaptation du modele aux
conditions particuliéres associées a mon étude. J’ai effectuée toutes les
expériences chez les animaux; c’est-a-dire autant I’adaptation du modéle ainsi
que toutes les manipulations animales. J’ai aussi rédigé ’article ainsi que toutes
corrections nécessaires a la rédaction de I'article. Les Dr. Denis Girard, Claude
Dupont et Pierre Lemieux m’ont dirigé dans la planification des expériences et

dans la correction de I’article.
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6.3 Résumé francais

Inhibition of neutrophil infiltration by a malleable protein matrix of lactic

acid bacteria-fermented whey proteins in vivo.

. . 2 . . 3 . . 2%
Josée Beaulieu" , Denis Girard”, Claude Dupontl and Pierre Lemieux” .

1. Institut national de la recherche scientifique, INRS-Institut Armand-Frappier,
531 boul. des Prairies, Laval, Québec, Canada, H7V 1B7.
2. Technologie Biolactis, 500 boul. Cartier suite 218, Laval, Québec, Canada,
H7V 5B7.
3. Institut national de la recherche scientifique, INRS-Institut Armand Frappier,

245 boul. Hymus, Pointe-Claire, Québec, Canada, H9R 1G6.

Objectif: Un nouvel ingrédient nutraceutique, la Matrice Protéique
Malleable (MPM), a précédemment démontré un effet anti-inflammatoire positif
et significatif comparable & celui d’un médicament conventionel lors d’une
maladie inflammatoire systémique. L’objectif de cette présente étude est de
caractériser cet effet anti-inflammatoire sur I’infiltration des neutrophiles, leur
activité phagocytante et la production de cytokines et chimiokines.

Méthodes: Pour atteindre cet objectif, des groupes de dix souris CS7BL\6]
de 6-8 semaines ont regu, per os, de ’eau ou des MPM durant 2 semaines dans le
modele de la poche d’air. Le recrutement de neutrophiles et leurs activités ont été
mesurées suivant I’injection de lipopolysaccharides (LPS) dans la poche d’air.

Résultats: Le nombre de cellules recrutées dans le groupe contrble ayant
été traité A I’eau est approximativement de 18X10° cellules/poche et est réduit a
approximativement 9X10° cellules/poche suite a la consommation de MPM
représentant une inhibition de 50% des leucocytes infiltrés. Une réduction
considérable de la production de cytokines et de chimiokines principalement des

cytokines TNFo, IL-1B et IL-6, est aussi démontrée suggérant une inhibition de

la production des médiateurs responsables de I’extravasation des leucocytes. En

165



contre partie, la MPM n’a eu aucun effet sur Pactivité phagocytante des
neutrophiles.

Conclusion: L’administration des MPM démontre une réduction
significative de l’infiltration des neutrophiles associée avec une inhibition de la
production de cytokines et chimiokines. L’inhibition de 50% de I’infiltration des
neutrophiles dans le modele de la poche d’air indique que la MPM est un bon
candidat dans le traitement de [’arthrite rhumatoide et les maladies
neutrophiliques comme le suggere ce modele qui possede, in vivo, les mémes

caractéristiques que ces pathologies.

Article accepté pour publication dans : Inflammation Research, juin 2007.

Reproduit avec la permission de Inflammation Research et Birkhduser Publication
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6.4 Inhibition of neutrophil infiltration by a malleable protein matrix of

lactic acid bacteria-fermented whey proteins in vivo
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ABSTRACT

Objective: A novel nutraceutical ingredient, the Malleable Protein Matrix
(MPM), has previously demonstrated a significant anti-inflammatory effect in a
systemic inflammatory disease model, comparable to conventional drugs. The
objective of this study was to investigate the potential anti-inflammatory effects of
MPM on neutrophil infiltration in vivo, phagocytosis activity as well as cytokine
and chemokine production.

Methods: Groups of ten CS7BL\6J mice received water or MPM per os for
a period of 2 weeks prior to the creation of a murine air pouch. The subsequent
neutrophil  recruitment and activities were characterized following
lipopolysaccharide injection.

Results: In the water control group, the number of recruited cells was
1.8X107 cells/pouch, which was reduced to 9X10° cells/pouch with oral MPM
consumption, representing an inhibition of 50% of infiltrating leukocytes. A
considerable reduction in the cytokine and chemokine production, mostly TNFa.,
IL-1B and IL-6 production in the MPM-treated group, suggested an inhibition of
the mediators responsible of leukocyte extravasation. On the other hand, MPM
consumption had no effect on neutrophil phagocytosis activity.

Conclusion: MPM administration demonstrates a significant reduction of
neutrophil infiltration associated with an inhibition of cytokine and chemokine
production. The air pouch model shares similarities with in vivo characteristics of
rheumatoid arthritis and neutrophilic diseases, both of which would benefit from

this 50% inhibition of neutrophil infiltration induced by MPM.
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INTRODUCTION

Neutrophils are one of the most important cells implicated in inflammatory
diseases; being the most abundant leukocytes in the blood and the first cells
recruited to inflammatory sites [1]. These cells are responsible for amplifying
inflammation by the production of cytokines and additional mediators, which
attract distinct leukocytes such as macrophages [2]. Neutrophils exhibit many
activities including phagocytosis, cytokine, chemokine and free radical production
as well as the release of cytotoxic compounds [2]. All of these activities are
essential in host defense against invading pathogens but can become deleterious in

cases of inappropriate activation, such as autoimmune and inflammatory diseases

[2].

It is speculated that modern life-style, which is associated with obesity,
stress and inactivity, is one of the major cause of immunological diseases,
particularly those associated with chronic inflammation [3-5]. Studies have
demonstrated that nutraceutical ingredients can counteract this life-style impact
and maintain an immune balance [6]. These products have a regulatory role on
neutrophil functions including an antioxidant potential as seen by reduction of
free radical production by neutrophils [7], inhibition of neutrophil infiltration by
reducing adhesion molecule levels in circulation [8], regulation of cytokine and

chemokine secretion [9, 10] and regulation of the phagocytosis activity [11].

One of the most important class of nutraceutical foods is the milk- and
whey-derived products, known for their beneficial effects such as immune
modulation and anti-inflammatory properties [12]. Whey proteins such as B-
lactoglobulin, o-lactalbumin, bovine serum albumin and lactoferrin have shown
many effects on inflammatory cells [12]. In immunocompetent individuals, a
stimulation of innate immunity is demonstrated by amplified phagocytosis
activities [13-17], pro-inflammatory cytokines production [15, 16, 18], oxidative

burst [13, 19] and in increased adherence of cells to the epithelia [13]. The same
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proteins also have anti-inflammatory potential in inflammatory diseases, including
a reduction of pro-inflammatory cytokines in inflammatory models [18, 20-23]
and additional markers of inflammation such as ear thickness in a dermatitis
model [22, 24, 25] as well as increasing regulatory cytokines [21]. These proteins
also exhibit a suppressive role in cell proliferation upon stimulation by mitogens
[26-28]. The probiotic Lactic Acid Bacteria (LAB) is another important
nutraceutical ingredient that shows a myriad of activities on immunity. The genus
Lactobacillus is one of the most studied probiotics that shows anti-inflammatory

potential both in vitro and in vivo [29-32].

Considering the anti-inflammatory activities of both whey proteins and
probiotic lactobacilli, a novel fermented whey protein-based ingredient, called
Malleable Protein Matrix (MPM), is expected to have excellent properties.
Previous studies revealed that MPM exerted anti-inflammatory activity in vivo, as
shown by reduction of ear thickness with the atopic contact dermatitis (ACD)
model [33].  This anti-inflammatory activity is related to the inhibition of
neutrophil extravasation in ear, as demonstrated by the higher circulating
polymorphonuclear cell counts and the lower myeloperoxidase activity
(associated to neutrophil content) in ear. In regard of these results, it is
conceivable that MPM could be interesting as a natural treatment to prevent the

development of neutrophilic diseases.

The air pouch model was developed by Selye in 1953 [34] to determine
the effect of specific drugs on neutrophilic diseases. The murine air pouch is
characterized by the formation of a structure composed of fibroblasts (50-90%)
and macrophages (10-50%), which is considered equivalent to an in vivo culture
system for synovial membrane inflammation, as what is observed in rheumatoid
arthritis [35]. Administration of different agents into the air pouch is known to
activate the fibroblasts and macrophages, which leads to production of cytokines

and chemokines provoking leukocyte attraction [35]. In particular, injection of
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LPS is known to attract several millions of leukocytes into the air pouch, of which

more than 80% of cells are typically neutrophils [36, 37].

We selected the air pouch model to explore and confirm the inhibition by
MPM of neutrophil infiltration in tissue and to characterize the effect on
neutrophil activities. The injection of LPS into the air pouch following water or
MPM administration demonstrates a significant reduction of neutrophil
infiltration by MPM and this reduction is associated with an inhibition of pro-

inflammatory cytokine and chemokine production.

MATERIALS AND METHODS

Reagents

The Malleable Protein Matrix (MPM) was obtained from Technologie Biolactis
inc. (LaBaie, QC, Canada). A protein specific recuperation procedure following
the fermentation of sweet whey by a proprietary probiotic strain (Lactobacillus
kefiranofaciens subsp. R2C2 isolated from kefir grains and adapted to grow in
whey [30]) allows the isolation of the MPM. The MPM (wt/wt), contains 80%
water, 8% protein, 6% minerals (2% calcium), 5% carbohydrate (2.7% lactose)
and less than 1% of fat. Lyophilized MPM required reconstitution in water: 20 g
of lyophilized MPM was blended with 80 mL of water for 2 minutes at maximum
speed. The final reconstituted product was stable at 4°C for at least 1 month.
Lipopolysaccharides (LPS) from Escherichia coli (Sigma Aldrich, Oakville,

Canada) were used at one plg/mL in the air pouch model to cause inflammation.

ANIMALS

C57BL/6] female mice were obtained from Charles River Laboratories (St-
Constant, QC, Canada) and were used at 6-8 weeks of age. The animals were

housed in filter top isolator cages in a room kept at 20-23°C with humidity
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maintained between 35-45% with a 12-hour light-dark cycle and free access to a
standard laboratory pelleted Rodent Lab Diet 5001 (Ren's Feed & Supplies
Limited, Oakville, ON). The experimental protocols used were approved by the
Animal Care Committee of the INRS-Institut Armand-Frappier (Comité
institutionnel des soins aux animaux et de leur utilisation (CISAU)) and were
performed in accordance with the recommendations of the Canadian Council on
Animal Care as specified in the Guide to the Care and Use of Experimental

Animals.

Air Pouch Model

Groups of ten C57BL/6J mice received 100 pL of reconstituted MPM or 100 pL
of water each day during 14 days by gavages (per os (p.o)). At days 8 and 11,
mice were anesthetized with isoflurane and 3.0 cc of sterile air passed through a
0.22 pm filter mounted on syringe was injected subcutaneously with a 26-gauge
needle in the back of mice to create the air pouch. At day 14, 1 mL of LPS (1
ug/mL) or its diluent (PBS) (Sigma Aldrich) was injected into the air pouch. Two
control groups of ten C57BL/6J mice received no treatment before LPS (or PBS)
injection. After an incubation period of 6 hours, the infiltrated cells were washed
once with 1 mL and then twice with 2 mL of HBSS (Hank’s balanced salt
solution) (Sigmma Aldrich)-10 mM EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid) (Sigma
Aldrich). The supernatant of the first wash was conserved for the detection of
cytokines and chemokines. The cells were pooled, washed twice in PBS and

counted with optical microscopy (Leitz Wetzlar Microscope).

Phagocytic activity of polymorphonuclear cells in the air pouch model

The concentration of cell exudate of the air pouch model was adjusted at 2X10°
cells/mL in RPMI 1640 medium (Sigma Aldrich) supplemented with 10% fetal
bovine serum (FBS) (Invitrogen, Burlington, Canada). An aliquot of 5 pl of DQ-
BSA Green (1 mg/mL) (Invitrogen) was added to 100 pL of cells and incubated at
37 0C, 5% CO, for 30 minutes. A negative control was incubated at 4 °C to

evaluate the non-specific reaction. After 3 washes, the cells were suspended in
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500 pL PBS and analyzed in FL1-log in a Flow Cytometer Epics XL (Beckman
Coulter Canada, Mississauga, Canada). The DQ-BSA has the advantage of
being detectable only following proteolytic degradation. Consequently, the use of
DQ-BSA in combination with cytometry analysis permits the evaluation of
complete phagocytosis, which includes not only ingestion by the cells but also
proteolytic degradation by these cells. The polymorphonuclear region was
selected in accordance with size and granulometry and the specific number of

phagocytic cells that completely degrade the DQ-BSA was evaluated.

Production of cytokines and chemokines in the air pouch exudate

The air pouch exudates were conserved at -80 °C for the detection of cytokines
and chemokines using the Searchlight Multiplex Assays sample testing service
(Endogen, Woburn, USA). The following cytokines and chemokines were
analyzed: Interleukin (IL)-1B, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IL-13, IL-18,
Transforming Growth factor-B (TGF-B), Interferon-y(IFN-y), Tumor necrosis
factor-o. (TNF-o), granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF),
macrophage inflammatory protein-lac (MIP-1o), macrophage inflammatory
protein-2 (MIP-2) and regulated upon activation normal T cells express and
presumably secreted (RANTES).

Statistical analysis

The air pouch experiments were performed with a minimal amount of 10
mice/group and two independent experiments. The statistical analyses of data
were done using the software JMP IN version 5.1 (SAS Institute, Montréal,
Canada).

RESULTS
MPM inhibits LPS-induced neutrophil attraction in vivo
Previously, the dose-response curve of MPM efficiency in the ACD model had

indicated optimal anti-inflammatory effect with 20% (w/v) [33]. Consequently in
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this study, MPM was used at a concentration of 20% (w/v). It has been
demonstrated in the air pouch model responding to LPS that the maximum
leukocyte infiltration occurs following 6 hours incubation [36]. To investigate the
effect of MPM, mice received p.o. water or MPM on a daily basis, 2 weeks prior
to LPS stimulation. Following a 6-hour treatment with LPS, exudates were
harvested to evaluate neutrophil influx. As illustrated in Figure 1, MPM
significantly inhibits neutrophil extravasation which is demonstrated by the
reduction of cell infiltration following LPS injection in the air pouch. The
number of cells/pouch recruited following LPS injection in mice that received
water and MPM was 17.7X10° + 3.4X10° and 8.9X10° + 2.1X10°, respectively,
representing a 50% reduction for the MPM group (p<0.01). Moreover, the
number of cells/pouch recruited of both negative (PBS injected mice: 2.3X10° +
0.4X10% and positive (LPS injected mice: 20.0X10° + 5.6 X10% control groups
(figure 1), indicates that LPS induces an important leukocyte infiltration that is

not observed with PBS treatment alone.

Effect of MPM consumption on phagocytosis activity

The phagocytosis activity was investigated to explore the effect of MPM on the
activation status of neutrophils previously stimulated by LPS. MPM consumption
has no effect on neutrophil phagocytosis activity (Figure 2). Neutrophils recruited
in the air pouch 6 hours following LPS injection exhibit a phagocytosis activity of
63+5.9% and 61+9.1% in mice receiving water and MPM, respectively, indicating

no regulatory effects induced by MPM consumption on neutrophil activity.

Effect of MPM on cytokine and chemokine production

Leukocyte migration in the air pouch is induced by production of mediators such
as cytokines and chemokines. Evaluation of their expression in the air pouch cell
exudates indicated that MPM significantly reduces production of both cytokines
and chemokines in comparison with water control group (Table 1). All cytokines
and chemokines tested were reduced in MPM-fed mice, except IL-2 that showed a

16% increase compared to water control group (not statistically significant). On
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average, MPM decreased cytokine and chemokine production by 60% and 75%,
respectively. These observations indicate an inhibition of leukocyte attracting
mediators. The pro-inflammatory cytokines IL-1B, IL-6 and TNFa are the
highest reduced following MPM treatment with reduction of 79%, 84% and 74%,

respectively.

DISCUSSION

MPM is a whey-fermented product that, according to its composition,
should exhibits potential anti-inflammatory properties. Anti-inflammatory effects
of MPM have previously been reported in the ACD model where MPM
significantly reduced ear inflammation in prophylactic and therapeutic settings
[33]. The LPS-induced murine air pouch model was used in order to investigate
the therapeutic potential and mechanism of action of MPM on inflammatory

diseases, in particular its ability to attenuate neutrophil influx in vivo.

A 6 hours incubation following LPS injection was allowed before
recovering the circulating cells. This period represents the peak recruitment of
infiltrating cells in a LPS-induced air pouch, which return to control levels within
12 hours [36]. The results obtained with the air pouch model demonstrated, in
agreement with those previously obtained with the ACD model, a significant
inhibition of neutrophil extravasation following MPM consumption [33]. Here, a
50% reduction of neutrophil infiltration was observed in comparison with the
water-fed group following LPS injection. A 6-hour period is sufficient to allow
the release of bone marrow cells into circulation and to attract neutrophil cells in
the peripheral blood to emigrate into the air pouch [36]. Consequently, the anti-
inflammatory effect of MPM could be due to the inhibition of neutrophil release
from bone marrow or inhibition of neutrophil migration in the inflammatory site
or a combination of both. However, it was previously demonstrated in the ACD

model that blood leukocyte cell counts, mostly composed of neutrophils, were
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higher in the MPM group than in the water control group. Also, myeloperoxidase
content, one of the major enzyme found in neutrophils, was lower in mice ears of
the MPM-treated group [33]. These results suggest that the mechanism of action

by MPM is related, at least partially, to inhibition of neutrophil extravasation.

In this study, we found that the phagocytosis potential of neutrophils was
not affected by MPM consumption, indicating that the reduction of inflammatory
cells is not linked to an anergy state of these cells at the inflammatory site. This
also suggests that neutrophils are still able to fully exert phagocytosis, thus to
defend the organism against a pathogen invasion despite the anti-inflammatory
effect of MPM. In conclusion, MPM does not act via the immunosuppression of

cell activities.

Cytokines and chemokines play many roles in inflammation. The primary
role of these mediators in the air pouch model is related to leukocyte attraction.
The pro-inflammatory cytokine TNF-o is one of the first to be detected locally in
the air pouch before leukocyte recruitment [38]. TNF-a leads to production of
chemokines by endothelial cells, fibroblasts and macrophages that constituted the
pre-formed structure of the air pouch. The initial production of both TNF-o. and
chemokines is the first signal to recruit neutrophils [38, 39]. In the air pouch
model, MPM consumption significantly reduced TNF-o. by 74%. Moreover,
MPM treatment also considerably inhibited the production of chemokines MIP-
la, MIP-2 and RANTES with reductions of 78%, 66% and 82%, respectively.
These results suggest that the primary mediators produced in inflammatory
reaction are inhibited following MPM consumption, explaining the reduction of

neutrophil migration.

The pro-inflammatory cytokines IL-1B, IL-6, IL-12, IL-18 and IFN-y are
responsible for amplification of the inflammatory reaction. These cytokines are
produced by activated cells in response to diverse stimuli to attract and activate

inflammatory cells such as lymphocytes, monocytes and neutrophils. IL-1f, IL-6,
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IL-12, IL-18 and INF-y were reduced by 79%, 84%, 62%, 43% and 39%,
respectively following MPM treatment. The MPM consumption considerably
reduced the production of these cytokines which, consequently, inhibited the
amplified reaction in recruiting inflammatory cells in the air pouch. An important
reduction of 51% in GM-CSF within the air pouch exudate in the MPM group
compared to water group indicates inhibition of an important cytokine that is
implicated in neutrophil generation and extravasation. GM-CSF is implicated in
the generation of granulocytes and monocytes/macrophages from bone marrow
which regulate both the accumulation and activities of neutrophils. GM-CSF
increases the neutrophil extravasation by stimulating expression of adhesion
molecules on these inflammatory cells. In addition, GM-CSF can prolong

survival of neutrophils by inhibiting their apoptosis [40, 41].

The reduction of all of these chemokines and cytokines following MPM
consumption suggests a regulation of cell-secreted mediators and consequently, a
regulation of the inflammatory reaction. This study demonstrates that MPM can
inhibit production of Thl cytokines and chemokines which are the signal for
leukocyte extravasation. In order to examine the potential of MPM to increase
regulatory cytokine production or to stimulate a Th2 profile of cytokines, we have
also evaluated the production of IL-4, IL-13 as well as IL-10 and TGF-B. The
anti-inflammatory cytokines IL-4 and IL-13 were also reduced following MPM
consumption. The reduction of these cytokines confirmed an absence of immune
stimulation from the Th2 cytokine profile. However, despite their anti-
inflammatory properties, it has been demonstrated that these cytokines contribute
to many neutrophil activities including phagocytosis and migration [42]. MPM
clearly inhibits production of the cytokine repertoire that can contribute to
extravasation of cells within the air pouch. However, reduction of IL-10 and
TGF-B, which are regulatory cytokines, allows the conclusion that the MPM
mechanism of action is not related to production of regulatory cytokines. It is

possible that regulatory T cells are produced following MPM consumption;
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however, these cells would not act by producing regulatory cytokines but rather

through another mechanism.

IL-2 is the only cytokine tested that was not reduced following MPM
consumption. This cytokine is essential in the homeostasis of lymphocytes and
development of T-lymphocytes. The absence of IL-2 suppression by MPM
suggests that its mechanism of action is specifically associated with the inhibition
of neutrophil extravasation and not related to the ability of lymphocytes to
produce cytokines and activate other lymphocytes. Absence of IL-2 inhibition
also indicates that the lining environment from the air pouch was not completely
disrupted following MPM consumption. These observations suggest that the
mechanism of action for MPM is not through immunosuppression, as speculated
in the ACD model in which no side effects associated with glucocorticoid
treatment were observed following MPM consumption [33]. It was also
demonstrated in the ACD model that MPM inhibited cytokines produced by
macrophages but had no effect on those produced by lymphocytes (Beaulieu et
al., in preparation). Moreover, it is known that IL-2 is involved in the
development of regulatory cells [43]. As previously mentioned, it is not excluded
that MPM could stimulate T regulatory cell production. However, if these cells
are produced, they would act by a different mechanism than regulatory cytokine
production. Results obtained in the murine air pouch model suggest that a sub-
population of lymphocytes, which possesses a regulatory role, is implicated in the
MPM mechanism of action for inflammatory diseases. These regulatory
lymphocytes could inhibit production of cytokines and chemokines by
macrophages and fibroblasts or could inhibit epithelium formation that is
constituted of macrophages and fibroblasts furthermore inhibiting the production

of mediators.
Many MPM components could be implicated in this anti-inflammatory

effect. Lactic acid bacteria, whey proteins and peptides have demonstrated

various anti-inflammatory effects in different animal models. However, it has
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been previously demonstrated that whey isolates do not exhibit the same
immunomodulatory effects than those observed with MPM [44]. Also, the lactic
acid bacteria strain used in the MPM fermentation has previously been tested in
the ACD model and demonstrated an anti-inflammatory effect, however not as
significant as those obtained with MPM (data not shown). These results show
that synergy between all of MPM components is essential for the

immunomodulatory and anti-inflammatory effects of MPM.

In conclusion, MPM consumption induces the reduction of neutrophil
extravasation in a tissue following stimulation, nevertheless without inhibiting
phagocytosis activity of the attracted neutrophils. The same conclusion was
previously observed in the contact dermatitis model [33]. These results suggest
that MPM would be an interesting natural treatment for inflammatory diseases
like neutrophilic dermatosis (sweet syndrome) resulting from Crohn’s disease
complication [45]. Interestingly, the inflammatory mechanism implicated in the
air pouch model is similar to the one involved in an adjuvant-induced arthritis
model [46]. Consequently, it is conceivable that MPM could permit an important
reduction of inflammation and arthritic pain in patients without an associated

immunosuppression.
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Table 1. Cytokine and chemokine values (pg/ml) in air pouch exudates.

(** p<0.01, * p<0.05, t p<0.1) (n=10)

Cytokines Water MPM Relative expression
vs water group (%)
IL-1B 2129+29.5 45.7 +21.1 21 **
IL-2 68.5 +8.9 794+ 123 116
IL-4 145+49 51x1.2 36
IL-6 50318.2 £ 10733.2 | 5833.5 +5433.8 16 **
IL-10 1840.7 + 329.1 624.1 =436 34 *
IL-12 91.1+£14.7 34.5 +21 38 *
IL-13 509+11.8 2124 41 *
IL-18 174.6 £ 34.5 98.8 +19.2 57+t
TNFo 2415+ 164 62.2 £27.2 26 **
IFNy 519+94 31.7+9 61 *
GM-CSF 52.6+4.9 25.7+10.8 49 *
TGFB 394.6 +13.3 2279 +94.6 58
Chemokines Water MPM Relative expression
vs water group (%)
MIP-1a 126.2 +15.5 28.3+4.2 22 **
MIP-2 365.7 £ 83.7 123 +63.3 34 *
RANTES 2815.1 £316.3 515.2+190.5 18 **
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Figure 1. Leukocyte infiltration in the air pouch exudates.

Dorsal air pouches were raised in mice before injection of PBS (CTRL) or LPS (1
pg/ml) into the pouch as described in Materials and Methods. Both mice groups
treated with water or MPM p.o. received an injection of LPS into the pouch. Six
hours later, the exudates were harvested and total number of leukocytes was
calculated. A significant statistical difference between groups is represented by

the use of different letters (a,b,c) (p<0.01). Results are means + SEM (n=10).
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Figure 2. Phagocytosis activity of leukocytes recruited in the exudates.

Air pouches were created in water and MPM treated groups as described in
Materials and Methods. The exudates were collected 6 hours following LPS
injection and the phagocytosis activity of these cells was measured using DQ-
BSA Green (Molecular Probes, USA), as shown in panel A. Panel B shows one
representative experiment out of three illustrating cell phagocytosis activity. The
M1 gate represents the number of fluorescent cells, which are the cells that have
incorporated and degraded the DQ-BSA Green, indicating phagocytic cells.

Results are means + SEM (n=10).
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Chapitre 7. Résultats Supplémentaires
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7.1 Animaux immunocompétents
7.1.1 Production de cytokines par les splénocytes

La production de diverses cytokines suite aux gavages d’animaux sains
permet d’obtenir de nombreuses indications concernant le mécanisme d’action
impliqué dans I’effet immunomodulateur de la MPM. Le profil des cytokines
analysées est trés variable et permet ainsi, d’obtenir de sérieuses réponses sur
la(les) voie(s) immunitaire(s) stimulée(s) et/ou réprimée(s). Ces cytokines ont été
évaluées dans la rate des souris aprés deux semaines de gavages avec de I’eau ou
des MPM. La production de ces médiateurs a été mesurée par le service
d’évaluation de la compagnie Endogen (Searchlight Multiplex ELISA). La
méthode de préparation des échantillons et I’analyse des cytokines ont été
effectuées tel que décrit au chapitre 6. (Référence : Beaulieu, J. et al. 2007,
Inhibition of neutrophil infiltration by a malleable protein matrix of lactic

acid bacteria-fermented whey proteins in vivo. Inflammation Research.

(accepté pour publication juin 2007)).

TABLEAU 9 : CONCENTRATION MOYENNE DES CYTOKINES (PG/ML) DANS LA
RATE DE SOURIS IMMUNOCOMPETENTES.

Cytokines Eau MPM Expression relative vs
groupe eau (%)
IL-1c 472,7 £41,9 490,1 + 36,65 104
IL-1B 285,9 £ 13,2 2452 + 28,6 86
IL-2 30,1 £3,6 28,6 +54 95
IL-4 39,3 +3,0 39,1 £3,6 99
IL-5 147,7+17,2 158,7+11,9 107
IL-6 1502+ 17,4 157,0+5,9 105
IL-10 30,5+0,6 25+0,7 82 **
IL-12 10,3 +0,8 69+1,0 67 *
IL-17 11,614 11,2+2,0 96
IL-18 1787,7 + 86,2 2077,2 £ 121,6 117 *
IL-23 348 +£2,2 57,6 £6,5 166 *
IL-27 76,3 +79 794 +24 104
TNFo 58,5+5,5 61,9 +21 106
IFNy 615,8 +£50,2 582,3 +55,3 94
GM-CSF 1,9+04 2,2+03 117
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FIGURE 3. EXPRESSION RELATIVE MOYENNE (% ) DES CYTOKINES DANS LA RATE
DE SOURIS IMMUNOCOMPETENTES.

De fagon générale, la consommation de MPM chez des animaux sains
n’affecte pas la production des cytokines de la voie Thl. Les cytokines IL-1¢,
IL-1B, IL-6, TNFo. et IFNY ne sont pas affectées. Cependant, il y a une inhibition
importante de la production de IL-12 (33%) alors que la production de TL-18 est
plut6t augmentée (17%) par la consommation de MPM. Ces résultats suggérent
que la MPM stimule ’immunité innée via un mécanisme d’action différent de la
voie Thl et que la cytokine IL-18 jouerait un role dans ce mécanisme. La
production des cytokines de la voie Th2, IL-4 et IL-5, n’est pas affectée suite 2 la
consommation de MPM indiquant un potentiel de régulation des cellules
impliquées essentiellement dans la défense innée et non dans la défense
humorale. La production de IL-10 est diminuée (18%) par la consommation de
MPM confirmant que les MPM ne stimule pas la voie Th2 mais également que le

mécanisme d’action de la MPM n’est pas reliée a la stimulation de la production
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de cytokines, du moins IL-10, par les cellules T régulatrices. Cependant, la MPM
possede un effet de stimulation important de la cytokine IL-23 (66%) suggérant
un réle important de cette cytokine dans le mécanisme d’action impliqué dans la
stimulation de I’'immunité par la consommation de MPM. Ces résultats seront

plus amplement discutés au chapitre 8.

7.1.2 Caractérisation des populations lymphocytaires dans la rate et

les plaques de Peyer

L’évaluation des différentes populations lymphocytaires dans les organes
suite aux gavages d’animaux sains permet d’identifier s’il y a implication d’une
sous-population de lymphocytes dans le mécanisme d’action de la MPM. Les
souris ont €t€ sacrifiées 2 semaines aprés le gavage quotidien d’eau ou de MPM et
les cellules des organes (plaques de Peyer et rate) ont été isolées. Briévement, les
organes sont conservés dans du milieu RPMI (Sigma Aldrich Canada, Oakville)
jusqu’a I’isolement des cellules. Les plaques de Peyer sont traitées deux fois avec
1,5 mg/ml de collagénase de type I (Invitrogen, Burlington) dans le milieu RPMI
a 37°C (5% CO») pour 30 minutes (les surnageants sont collectés aprés chaque
traitement). Les cellules sont isolées des organes par passage sur des filtres de
nylon 100 um. Pour la rate, lyser les globules rouges en ajoutant 5 ml de solution
de lyse de globules rouges (ACK) aux cellules isolées. Incuber 5 min sur glace et
ensuite, ajouter 5 ml de PBS (Sigma Aldrich Canada, Oakville). Ajuster le
nombre de cellules a 10X10° lymphocytes vivants/ml dans du PBS-3% SVF
(Invitrogen, Burlington) puis incuber les cellules avec les anticorps appropriés
(voir plus bas) durant 20 minutes dans le noir. Effectuer I’analyse des populations
lymphocytaires en cytométrie (Epics XL Flow cytometry Coulter, Beckman
Coulter).

- Anti-CD4 FITC utilisé a 0,05 pg/test. (Groovy blue Genes, Vineland)
- Anti-CD8a PECyS5 utilisé a 0,15 pg/test. (Groovy blue Genes, Vineland)
- Anti-CD2S5 PE utilisé a 0,25 pg/test. (Groovy blue Genes, Vineland)
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L’identification des populations de lymphocytes T dans la rate permet
d’évaluer de fagon systémique I’'impact de la MPM sur I’immunité alors que cette
évaluation dans les plaques de Peyer permet d’identifier si la MPM stimule
I’immunité intestinale qui par la suite, a des répercussions au niveau systémique.
L’évaluation des populations de lymphocytes T dans les divers organes démontre
que le mécanisme d’action de la MPM ne semble pas reli€ a I’augmentation ou
I'inhibition des lymphocytes CD4+ ou CD8+. De plus, il est connu que
différentes souches de probiotiques peuvent stimuler I'immunité via
I’augmentation de la production des cellules T régulatrices. Or, les résultats
démontrent que la MPM ne favorise pas la production de cellules T régulatrices

CD4+CD25+. Ces résultats seront discutés au chapitre 8.

7.2 Modéle de la dermatite de contact

7.2.1 Production de cytokines par les splénocytes

La production de cytokines dans le modele de la dermatite de contact a été
évaluée suite a la publication de I’article concernant ce modele et ce, dans le but
d’obtenir une meilleure caractérisation de I’effet anti-inflammatoire observé par
la MPM. Ces résultats sont importants dans 1’évaluation du mécanisme d’action
de la MPM et se doivent d’étre présentés et discutés. La production de ces
médiateurs a ét€é mesurée par le service d’évaluation de la compagnie Endogen
(Searchlight Multiplex ELISA). La méthode de préparation des échantillons et
I’analyse des cytokines ont été effectuées tel que décrit au chapitre 6.
(Référence : Beaulieu, J. et al. 2007, Inhibition of neutrophil infiltration by a
malleable protein matrix of lactic acid bacteria-fermented whey proteins in

vivo. Inflammation Research. (accepté pour publication juin 2007)).
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TABLEAU 10 : CONCENTRATION MOYENNE DES CYTOKINES (PG/ML) DANS LA
RATE DE SOURIS DANS LE MODELE DE LA DERMATITE DE CONTACT.

Cytokines Eau MPM Expression relative vs
groupe eau (%)
IL-1B 1507,7 £ 51,9 1074,6 + 157,0 59,7 *
IL-2 38,1 £6,8 49,6 + 13,1 130
IL-4 13,7+0,9 10,6 + 1,4 774 %
IL-6 5038 +215,3 3141,4 £730,9 53,6 *
IL-10 1561,5 +168,2 926,2 +229,5 59,3 1
IL-12 195,4 + 28,8 1239+ 16,4 63,4 *
IL-13 178,7 + 14,5 170,7 £ 18,7 95,5
IL-18 13615,6 + 1038,1 | 9122,4 +1383,9 67 *
TNFo 2272,3 +364,9 1275,4 + 262,5 56,1 *
IFNy 163,4 + 13,1 136,3+19,8 83,4
GM-CSF 976,7 + 180,5 534,6 + 129,8 54,7 ¥
*p<0,05
t p<0,07
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FIGURE 6. EXPRESSION RELATIVE MOYENNE (%) DES CYTOKINES DANS LA RATE
DE SOURIS DANS LE MODELE DE LA DERMATITE DE CONTACT.
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L’évaluation de la production de cytokines dans la rate dans le modele de
dermatite de contact permet d’obtenir de bonnes indications sur le mécanisme
d’action potentiel de la MPM. La MPM réduit la production des cytokines pro-
inflammatoires IL-1f, IL-6, IL-12, IL-18, TNFa. et GM-CSF dans ce modele.
Par contre, a I’exception de IL-13, les cytokines anti-inflammatoires IL-4 et IL-10
sont aussi réduites indiquant que le mécanisme d’action ne semble pas €tre relié a
une augmentation de la production des cytokines de la voie Th2. A I’inverse, la
production de la cytokine IL-2 est maintenue et méme, favorisée. IL-2 est la
seule des cytokines testées produites par les lymphocytes et dont le role est
d’activer les lymphocytes suggérant I’implication d’une population lymphocytaire
dans ce mécanisme d’action de I’effet anti-inflammatoire. 1l est également a
noter qu’aucune inhibition de IFNY a été observée et ce, malgré 1I’importance de
cette cytokine dans le modele de la dermatite de contact. Ces résultats seront plus

amplement discutés au chapitre 8.

7.2.2 Caractérisation des populations lymphocytaires dans la rate

L’évaluation des différentes populations lymphocytaires dans la rate dans
le modele de la dermatite de contact permet de caractériser I’effet de la MPM sur
les lymphocytes, cellules primordiales dans le développement de cette pathologie.
Tout d’abord, les souris ont été gavées durant 1 semaine avec de I’eau ou la
MPM. Par la suite, I’étape de sensibilisation sur I’abdomen a été effectuée avec
100 pl oxazolone 5% dans acétone et les souris ont été sacrifiée aprés 5 jours.
L’isolement des cellules et I’évaluation des populations lymphocytaires a été

effectué tel que décrit précédemment (au point 7.1.2).
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FIGURE 7. EVALUAT]ON DES POPULATION LYMPHOCYTAIRES DANS LA RATE
DES SOURIS DANS LE MODELE DE DERMATITE DE CONTACT.

L’évaluation des populations de lymphocytes T dans le modéle de la
dermatite de contact est trés important afin de déterminer I’'impact de la MPM sur
les cellules effectrices responsables de 1’amplification ou de la régulation de la
maladie. Ce paramétre a ét€ évalué 5 jours apres la sensibilisation, temps
nécessaire pour le développement de cellules T effectrices dans la rate dans ce
modele. La MPM n’affecte pas le développement des cellules T CD8+,
principales cellules effectrices amplifiant la réaction inflammatoire. Il est donc
évident que le mécanisme d’action de la MPM dans ce modele n’est pas relié a
Pinhibition de la production de ces cellules effectrices. Par ailleurs, la MPM
augmente considérablement le développement des cellules CD4+ qui possédent
un réle important dans la régulation de la maladie et empéche donc une
amplification exagérée de I'inflammation. Cependant, ces cellules CD4+
stimulées par la MPM ne sont pas des cellules T régulatrices CD4+CD25+. 1l est
donc envisagé que ces cellules CD4+ puissent étre des cellules CD4+ effectrices
connues pour posséder un role important dans la régulation de la maladie. Ces

résultats seront plus amplement discutés au chapitre 8.
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7.2.3 Modulation de ’expression des génes des TLR2 et TLRY dans la

rate

La MPM posséde de nombreuses composantes pouvant étre reconnues par
les récepteurs membranaires de type TLR et en particulier, les TLR2 et TLR9.
Par conséquent, la MPM posséde le potentiel de moduler I’expression des génes
de ces récepteurs dans les cellules immunes. L’ARN extrait de la rate des souris
en situation inflammatoire systémique dans le modele de dermatite de contact a
été utilisé afin d’évaluer I’expression des genes des TLR2 et TLR9. Tout d’abord,
I’ARN a ét€ isolé par la méthode d’extraction au Trizol (Invitrogen, Burlington)
selon les directives du fabricant. Briévement, les rates sont incubées avec 1 mL
de Trizol durant 10 minutes pour lyser les cellules. Par la suite, le culot est incubé
avec du chloroforme et le surnageant est ensuite mis en présence d’isopropanol
pour faire précipiter I’ARN. Les sels résiduels sont éliminés en lavant le culot
d’ARN avec de I’éthanol 95%. L’étape de transcription inverse a été effectuée
avec la Superscript RT II Reverse Transcriptase selon les recommandations du
fabricant (Invitogen, Burlington). La réaction PCR a été fait selon le protocole de
la trousse PCR, Titanium PCR kit (Clontech, Mountain View). Le degré
d’expression génique est déterminé selon I’intensité des bandes PCR a I’aide du
logiciel Scion image et normalisé avec un géne rapporteur, le GADPH. Les

amorces utilisées pour les TLR2 et TLR9 sont décrites ci-bas :

TLR2 upstream 5’- GTCTCTGCGACCTAGAAGTGGA -3’
TLR2 downstream | 5’- CGGAGGGAATAGAGGTGAAAGA -3’
TLR9 upstream 5’- GCACAGGAGCGGTGAAGGT -3’
TLR9 downstream | 5’- GCAGGGGTGCTCAGTGGAG -3’
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FIGURE 8. DEGRE D’EXPRESSION GENIQUE DU TLR2 DANS LA RATE DES SOURIS
DANS LE MODELE DE DERMATITE DE CONTACT.
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FIGURE 9. DEGRE D’EXPRESSION GENIQUE DU TLRY DANS LA RATE DES SOURIS
DANS LE MODELE DE DERMATITE DE CONTACT.
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Ces résultats démontrent que la MPM ne module pas le degré d’expression
génique du TLR2. A I’opposé, I’hydrocortisone augmente ’expression des génes
du TLR2 suggérant que le mécanisme d’action de la MPM semble étre différent
de celui de ’hydrocortisone. D’un autre c6té, il a été démontré que ni la MPM ni
I’hydrocortisone ne favorise P'expression des génes du récepteur TLRY.
Effectivement, les niveaux d’intensité de I’expression génique du TLRY sont
similaires dans tous les groupes. La MPM ne posséde pas un rdle dans la
modification de I’expression génique des TLR2 et TLR9. Ces résultats seront

discutés au chapitre 8.

7.2.4 Effet anti-inflammatoire de produits dérivés de la MPM

Dans I’objectif d’évaluer quelles composantes de la MPM pourraient étre
responsables de I’effet anti-inflammatoire observé, différents MPM ont €t€ testés
dans le modele de la dermatite de contact ainsi que la bactérie Lactobacillus
kefiranofaciens R2C2 utilisée pour la fermentation du lactosérum. Les différents
produits et MPM testés varient en composition dii aux différences dans les temps
de fermentation permettant une protéolyse plus ou moins importante. Le tableau
12 décrit les caractéristiques de chacun des produits testés. Le modele préventif
de la dermatite de contact tel que décrit au chapitre 5 a été utilisé pour cette étude
(Référence : Beaulieu, J. et al. 2007, Anti-inflammatory potential of a
malleable matrix composed of fermented whey proteins and lactic acid

bacteria in an atopic dermatitis model. Journal of Inflammation. 4 :6.)
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TABLEAU 11 : CARACTERISTIQUES DES DIFFERENTS PRODUITS TESTES DANS LE

MODELE DE DERMATITE DE CONTACT.
——r 0 W T SRR

Caracté

EAU Contrdle négatif

MPM Lot industriel fermentation 16h

Lot PCO10 Protéines de lactosérum, dégradation minimale
MPM Lot industriel fermentation 12h

Lot FB026 Protéines de lactosérum, dégradation minimale
MPMexp Lot expérimental fermentation 48h

48h Protéines de lactosérum + peptides lactosérum

L.kefiranofaciens
R2C2

Bactéries utilisées dans la fabrication MPM
Concentration ~10® bactéries/souris

Hydrocortisone

Contrdle positif; dose ~1 mg/souris
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FIGURE 10. EFFET ANTI-INFLAMMATOIRE DES DIFFERENTS PRODUITS DERIVES
DE LA MPM DANS LE MODELE DE DERMATITE DE CONTACT.
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L’évaluation des divers produits dérivés de la MPM dans le modéle de la
dermatite de contact permet d’obtenir des indications sur les composantes de la
MPM impliquées dans les effets anti-inflammatoires observés. Premiérement, la
bactérie utilisée pour la fermentation ne semble pas, a elle seule, responsable de
Peffet anti-inflammatoire observée. Par contre, un effet synergique est trés
certainement primordial pour les effets obtenus avec la MPM. Pour sa part, le
temps de fermentation est important pour générer un produit possédant des effets
anti-inflammatoires. Effectivement, lorsque la dégradation des protéines est trés
importante, comme c’est le cas pour la MPM fermentée pendant 48 heures, cet
effet anti-inflammatoire associé a la MPM disparait. Un temps de fermentation
réduit, c’est-a-dire une fermentation de 12 heures (FB026), permet d’obtenir un
certain effet anti-inflammatoire mais celui-ci est moins important que lors de la

fermentation de 16 heures. Ces résultats seront discutés au chapitre 8.

7.3 Effet des MPM sur les fonctions macrophagiques

Afin d’évaluer I’effet de la consommation de MPM sur les fonctions de
macrophages activés, les souris ont recu une injection de protéose peptone 3%
intra-péritonéale aprés 2 semaines de gavages a I’eau ou a la MPM. Les
macrophages péritonéaux ont été receuillis 4 jours aprés I’injection, par lavage de
la cavité péritonéale avec 10 ml de PBS. Ce modele de péritonite & I’avantage
d’activer majoritairement les macrophages et de créer une inflammation
systémique légere. Ainsi, il est possible d’évaluer les effets de la MPM sur les

fonctions macrophagiques lors d’une situation inflammatoire légere.

7.3.1 Phagocytose

La concentration de cellules isolées du péritoine suite 2 I’injection de
protéose peptone a été ajustée a 2 millions de cellules par millilitre. La méthode
d’évaluation du potentiel phagocytant des macrophages a été effectuée telle que

décrite au chapitre 6. (Réf : Beaulieu, J. et al. 2007, Inhibition of neutrophil
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infiltration by a malleable protein matrix of lactic acid bacteria-fermented
whey proteins in vivo. Inflammation Research. (accepté pour publication juin

2007)).
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FIGURE 11. EVALUATION DU POTENTIEL PHAGOCYTANT DES MA CROPHA GES
PERITONEAUX ACTIVES A LA PROTEOSE PEPTONE.

La consommation de MPM deux semaines avant le recrutement de
macrophages péritonéaux suite a I’injection de protéose peptone 3% n’affecte pas
le potentiel phagocytant de ces macrophages. La MPM ne posséde donc pas
d’effet sur le potentiel des macrophages a reconnaitre et dégrader les particules

rencontrées. Ce résultat sera plus amplement discuté au chapitre 8.

7.3.2 Apoptose
La concentration de cellules isolées du péritoine suite & I’injection de

protéose peptone a été ajustée a 2 millions de cellules par millilitre. La méthode

d’évaluation du degré d’apoptose des macrophages consiste & incuber les cellules
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en présence du marqueur annexine V couplé a la FITC (fluorescein
isothiocyanate) ainsi qu’avec un marqueur de mort cellulaire dans ce cas ci,
I’iodure de propidium (PI), selon les recommandations du fabricant (Stressgen,
Victoria). Lorsque les cellules deviennent apoptotiques, les molécules de
phosphatidylsérine normalement & [’intérieur des membranes, deviennent
exposées 2 la surface et peuvent ainsi &tre reconnues par I’annexine V. A
’opposé, lorsque les cellules laissent pénétrer le colorant PI, soit elles sont dans la
derniere €tape de I’apoptose ou déja en mort cellulaire. L’évaluation des cellules
exprimant soit I’annexine V-FITC ou le PI sont dénombrées par cytométrie de

flux (Epics XL Flow cytometry Coulter, Beckman Coulter).

30 - O Annexine V +/ Pl -
mPl+
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cellules (%)
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FIGURE 12. EVALUATION DU DEGRE D’ APOPTOSE ET DE MORT CELLULAIRE DES
MACROPHAGES PERITONEAUX ACTIVES A LA PROTEOSE PEPTONE.

La consommation de MPM n’affecte pas la degré d’apoptose ou de mort
cellulaire des macrophages péritonéaux recrutés suite a 1’activation a la protéose
peptone 3%. La MPM ne possede donc pas d’effet sur la viabilité des
macrophages ce qui ne peut expliquer I’effet anti-inflammatoire observé. Ces

résultats seront plus amplement discutés au chapitre 8.
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7.3.3 Production de ROS

La production de ROS chez les macrophages activés suite a I’injection de
protéose peptone 3% a été évaluée par cytométrie en flux pour caractériser
PPactivité de la NADPH oxydase. La génération de H202 par la NADPH oxydase
est quantifiée par la dégradation du 2',7"-dichlorofluorescéine diacétate (DCFH-
DA) {482]. Brievement, la concentration de cellules isolées du péritoine suite a
I’injection de protéose peptone a été ajustée a 2 millions de cellules par millilitre.
Dix microlitres de 2',7'-dichlorofluorescéine diacétate (DCFH-DA) a été ajoutés
aux cellules et celles-ci sont incubées a 37 0C, 5% CO» durant 30 minutes. Par la
suite, les cellules sont lavées deux fois avec du PBS et resuspendues dans 500 pl
de PBS. L’addition d’un micolitre de H,O, sert de contrdle positif interne. La
fluorescence est mesurée par cytométriec de flux (Epics XL Flow cytometry
Coulter, Beckman Coulter). Les résultats sont exprimés en degré d’intensité de la

fluorescence de la moyenne géométrique de la courbe de fluorescence.
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FIGURE 13. EVALUATION DE LA PRODUCTION DE H202 PAR LES MACROPHAGES
PERITONEAUX ACTIVES A LA PROTEOSE PEPTONE.
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FIGURE 14. EVALUATION DE LA PRODUCTION DE H202 PAR LES MACROPHAGES
PERITONEAUX NON ACTIVES.

La production de ROS est la principale activité cytotoxique des
macrophages. Cette méthode d’évaluation de la production de H202 par la
NADPH oxydase est reconnue et utilisée depuis de nombreuses années [482-484].
La consommation de MPM diminue légérement I’activité cytotoxique des
macrophages activés permettant ainsi de limiter les dommages tissulaires causés
par la génération de ROS lors d’une réaction inflammatoire. Cependant,
I’évaluation de la production de H202 chez les macrophages péritonéaux non
activés a la protéose peptone démontre que les niveaux de base de I’activité
cytotoxique des macrophages via la NADPH oxydase ne sont pas affectés
suggérant une inhibition partielle de I’activité cytotoxique seulement chez les
macrophages activés lors d’une situation inflammatoire suite & la consommation

de la MPM. Ces résultats seront plus amplement discutés au chapitre 8.
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7.4 Régulation de la production de la cytokine IL-23

Afin d’évaluer Ieffet de la consommation de MPM sur la production de la
cytokine IL-23 en situation inflammatoire systémique, les souris ont recu une
injection de protéose peptone 3% intra-péritonéale. Les souris ont préalablement
€t€ gavées durant 2 semaines avant I’injection de protéose peptone et la rate a été
prélevée 4 jours apres I’injection. Les souris saines ont recu une injection de PBS
seulement. La production de la cytokine IL-23 a été mesurée par le service
d’évaluation de la compagnie Endogen (Searchlight Multiplex ELISA). La
méthode de préparation des échantillons et I’analyse de la cytokine ont été
effectuées tel que décrit au chapitre 6. (Réf : Beaulieu, J. et al. 2007, Inhibition
of neutrophil infiltration by a malleable protein matrix of lactic acid
bacteria-fermented whey proteins in vivo. Inflammation Research. (accepté
pour publication juin 2007)). Les résultats statistiques sont présentés avec les
lettres (a,b,c); une différence significative entre les groupes est représenté par des

lettres différentes.

120 - I

100 -

bc
80

60 -

Concentration IL-23 (pg/ml)

40 1 a

20 1

O 'l' T T T 1

EAU Situation saine MPM Situation EAU Situation MPM Situation
saine inflammatoire inflammatoire

FIGURE 15. PRODUCTION DE LA CYTOKINE IL-23 DANS LA RATE DES SOURIS EN
SITUATIONS SAINE ET INFLAMMATOIRE.
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11 a précédemment ét€ démontré que la MPM favorise la production de la
cytokine IL-23 en situation saine indiquant un rdle de la cytokine IL-23 dans le
mécanisme d’action de la MPM (Figure 3). Lors d’une situation inflammatoire
légere (P’injection de protéose peptone 3% intrapéritonéale), il y a une
augmentation systémique importante de la production de la cytokine IL-23 dans le
groupe eau. Cependant, chez les animaux ayant consommés la MPM, cette
augmentation est beaucoup moins importante. La production de IL-23 observée
chez les animaux sains ayant consommés la MPM est similaire a celle observée
chez les animaux en situation inflammatoire ayant consommés la MPM.
Conséquemment, la MPM favorise I’augmentation de la production de IL-23 chez
les animaux sains mais empéche une augmentation plus importante par la suite
lors de la réaction inflammatoire. La MPM régule donc la production de la
cytokine IL-23 chez les animaux sains et en situation inflammatoire suggérant un
role important de cette cytokine dans le mécanisme d’action associé a la MPM.

Ces résultats seront plus amplement discutés au chapitre 8.
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CHAPITRE 8. DISCUSSION
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La MPM, étant constituée essentiellement de composantes ayant démontré
des effets immunomodulateurs, est un candidat de choix pour devenir un produit
stimulant et/ou régulant le systtme immunitaire. La caractérisation de ses effets
santés s’avere indispensable afin de développer un produit idéal pour le traitement
de divers problemes de santé. L’objectif de ce projet était d’évaluer le potentiel
immunomodulateur et anti-inflammatoire de la MPM dans plusieurs modeles
animaux. Les résultats ont été, pour la plupart, amplement discutés dans les
divers articles scientifiques de cette thése. Conséquemment, les éléments
essentiels ainsi que des liens avec les nouveaux résultats permettant 1’élaboration

d’une hypothese du mécanisme d’action seront discutés plus en détail.

Tel que discuté de fagon exhaustive dans I’introduction, chacune des
composantes de la MPM possede des effets sur le systéme immunitaire et ceux-ci
sont trés diversifiés et dépendent de nombreux facteurs dont le type de modele
animal utilis€. 1l a été identifié, par exemple, que la lactoferrine stimule a la fois
Pimmunité innée [18, 20, 485] mais possede aussi des activités anti-
inflammatoires tel que démontré dans de nombreux modeles animaux [22-24]. 1l
a également été rapporté que les différentes protéines de lactosérum et souches de
probiotiques ne possedent pas tous des effets identiques. Par conséquent,
I’hypothése du projet de doctorat est que la MPM possede des effets
immunomodulateurs pouvant étre trés diversifi€s dépendamment de la condition
immunitaire ou état physiologique (sain ou inflammatoire) dans lequel se retrouve
I’organisme. Le tableau 12 résume les résultats obtenus dans les divers modeles

animaux afin de faciliter la lecture et la compréhension de cette discussion.
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LE POTENTIEL IMMUNOMODULATEUR DE LA MPM

L’objectif premier du projet était d’évaluer le potentiel de la MPM a
moduler le systtme immunitaire. Pour ce faire, [I’utilisation d’animaux
immunocompétents s’avérait indispensable afin d’évaluer globalement 1’effet de
la consommation de MPM sur I'immunité chez des individus exempt de
pathologie. Tout d’abord, la MPM a démontré une stimulation de la production
de PMN sanguins et de la production de GSH par les globules blancs circulants.
Afin de s’assurer que les effets obtenus n’étaient pas une conséquence d’une
réaction de I’organisme due a I’absence de consommation préalable de MPM par
les animaux, la réaction immunitaire face 2 la MPM se devait d’étre évaluée.
Aucune production d’anticorps spécifiques a la MPM ne fut détectée ainsi que
d’IgE suggérant une absence de réaction indésirable de I’organisme face a la
consommation de MPM. L’absence de consommation préalable de MPM par les
animaux aurait pu provoquer une réaction immunitaire contre la MPM mais la
nourriture qu’ils consomment contient de 2-3% de protéines de lactosérum
indiquant une consommation préalable assez importante de protéines de
lactosérum par ces animaux (Laboratory Rodent Diet 5001, Canadian Lab diet,
Canada). Par conséquent, une réaction indésirable de 1’organisme aux protéines

et peptides de lactosérum était peu probable.

L’augmentation des PMN sanguins et de la production de GSH, I’absence
de stimulation d’anticorps et la modulation de la production de diverses cytokines
suggerent que la MPM agit, chez les individus sains, principalement en stimulant
les défenses innées. La stimulation de la production de PMN sanguins pourrait
démontrer que la MPM posseéde une défense naturelle plus importante contre les
infections bactériennes et virales. Par ailleurs, il est connu que la production de
GSH permet aux leucocytes une migration plus importante au site d’infection
suggérant que la MPM pourrait favoriser une meilleure défense anti-infectieuse
[486]. Cependant, ce modele ne permet pas d’affirmer que les PMN auront une

capacité supérieure a migrer vers un site d’infection. Le modéle de la poche d’air
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a cependant démontré que la MPM inhibe fortement la migration des neutrophiles
dans un tissu suite a un stimuli inflammatoire. Par contre, les résultats
démontrent que la MPM posséde des activités immunomodulatrices différentes
lors d’une réaction inflammatoire qu’en situation saine. Il serait intéressant
d’utiliser un modele animal d’infection afin d’évaluer la migration des PMN dans
un site d’infection et leur potentiel a effectuer la destruction pathogénique et

ainsi, évaluer le potentiel de la MPM a véritablement stimuler les défenses innées.

La MPM stimule la production de GSH par les globules blancs suggérant
que cette derniére, de part son role antioxydant, posséde de nombreuses fonctions
pour le développement d’un systtme immunitaire adéquat. L’effet antioxydant
du GSH se traduit principalement par une neutralisation des oxydants produits
naturellement pas les leucocytes (ROS ou RNOS) ou ceux produits suite a un
stress oxydatif [5]. Malgré le role important de la production de ROS lors d’une
défense infectieuse, ces dérivés peuvent étre trés nocifs pour I’organisme et
causer des dommages importants aux tissus environnants s’ils ne sont pas ensuite
neutralisés. La MPM pourrait donc posséder une fonction importante dans la
régulation d’une défense anti-infectieuse adéquate et ce, en permettant de limiter

les dommages tissulaires caractéristiques d’une réaction inflammatoire.

Malgré la stimulation de I'immunité innée par la MPM, celle-ci peut
également posséder un potentiel a stimuler I’immunité humorale. Par contre,
I’absence de production d’anticorps totaux, de production des cytokines IL-4 et
IL-5 ainsi que la diminution de la production de la cytokine IL-10 démontre que
I’effet immunomodulateur de la MPM n’est pas associé a une stimulation de
I’immunité humorale lorsque I’organisme est en condition immunitaire saine. Il
serait intéressant d’évaluer le potentiel adjuvant de la MPM lors de
I’administration d’un vaccin. Il est rapporté que les protéines de lactosérum
favorisent le développement d’anticorps suite a une stimulation antigénique [10-

13] suggérant que la MPM pourrait, dans ces conditions particuliéres, stimuler la

production d’anticorps spécifiques et &tre ainsi utilisé comme adjuvant oral.
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Le fait que la MPM est un produit de fermentation, il faut considérer ce qui
est connu des interactions entre le systtme immunitaire et les probiotiques.
Plusieurs études sur la consommation de différents probiotiques ont démontré une
stimulation de la production des cellules T régulatrices produisant les cytokines
IL-10 ou du TGFB (77, 79, 80]. Une étude de I’équipe de von der Weid a
également démontré que la production de ces deux cytokines régulatrices était
médiée par une population de cellules CD4+ qui permettait de contrdler les
réactions immunitaires [78]. Or, les résultats démontrent que la modulation de
I’immunité chez les animaux sains par la consommation de MPM n’est pas reliée
a la production de la cytokine IL-10. Cependant, les cellules T régulatrices
peuvent également réguler les fonctions immunitaires en agissant par contact
cellule-cellule [406]. Conséquemment, malgré 1’absence de production de IL-10,
la production de cellules T CD4+CD25+, principale population de cellules T
régulatrices, a aussi été évaluée. Les résultats démontrent que la MPM ne stimule
pas la production de ces cellules T CD4+CD25+ dans la rate ou dans les plaques
de Peyer. Par contre, il est connu que certaines cellules T possédent le rdle de
cellules T régulatrices mais n’expriment pas le marqueur membranaire CD25 [78,
303, 487]. L’évaluation des différentes populations lymphocytaires autant dans la
rate que dans les plaques de Peyer démontre également que la MPM ne stimule

pas la production des cellules T CD4+.

Les résultats démontrent la stimulation de I’immunité innée par la MPM,
celle-ci pourrait également mener a la modulation des populations lymphocytaires
importantes dans la défense adaptative. L’identification des populations
lymphocytaires dans les plaques de Peyer avait comme objectif principal
d’évaluer si la MPM stimule la production de cellules T dans I’intestin. La
population de cellules T régulatrices impliquée dans la tolérance orale est
produite principalement dans I’intestin et ces cellules possédent un rdle de
régulation, autant dans la tolérance orale que dans les maladies inflammatoires
[406, 488]. L’absence de stimulation de la production de cellules T CD4+, T
CD8+ ou T CD4+CD25+ démontre que non seulement la MPM ne favorise pas la
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production de cellules T régulatrices dans I’intestin mais qu’elle n’a aucun effet
sur la stimulation des populations de lymphocytes T effecteurs au niveau
intestinal. ~ Afin d’évaluer le potentiel de la MPM i stimuler I’immunité
intestinale, il serait intéressant d’évaluer la modulation des autres populations
leucocytaires ainsi que la production d’IgAs dans I’intestin. En effet, la MPM
pourrait posséder des effets intéressants au niveau de I’'immunité intestinale
comme par exemple, une augmentation des défenses anti-infectieuses au niveau
intestinal ou des effets anti-inflammatoires lors de maladies de I’intestin. Par
ailleurs, I’absence de stimulation des cellules T CD4+, T CD8+ et T CD4+CD25+
dans la rate indique que la MPM ne stimule pas la production des cellules T
effectrices ou des cellules T régulatrices au niveau systémique. La stimulation de

I'immunité innée par la MPM n’est conséquemment pas reliée a la stimulation

des cellules T régulatrices ou des cellules T effectrices.

Afin d’obtenir des indications concernant le mécanisme d’action de la
MPM lors de la stimulation des défenses naturelles, la modulation de la
production des cytokines a été évaluée. La réduction de la production de la
cytokine IL-12 et I’absence de modulation des autres cytokines de la voie Thl
suggere que le mécanisme d’action ne serait pas reli€é a la stimulation de cette
voie. Par ailleurs, la production de la cytokine IL-23 est considérablement
augmentée par la consommation de MPM chez les animaux sains suggérant un

r6le de cette cytokine dans le mécanisme d’action de la MPM.

LE POTENTIEL ANTI-INFLAMMATOIRE DE LA MPM

L’observation d’une stimulation des défenses innées de 1’organisme par la
MPM a ensuite menée a une question essentielle; c’est-a-dire de vérifier que les
effets observés n’entrainent pas une réaction indésirable dans un contexte de
maladie inflammatoire comme [I’arthrite et les dermatites. Le modéle de la
dermatite de contact a été adapté a nos études afin d’évaluer I’effet résultant de la

MPM dans un modele d’inflammation systémique facilement quantifiable. Ce
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modele a permis de démontrer que la MPM, malgré une stimulation des défenses
naturelles chez les animaux immunocompétents, posséde un effet anti-
inflammatoire important comparable a celui d’un traitement & ’hydrocortisone
oral et ne provoque pas une exacerbation de cette inflammation. La littérature
démontre que certaines composantes de la MPM et en particulier, la lactoferrine
et les probiotiques, peuvent posséder a la fois des effets immunomodulateurs et
anti-inflammatoires [15, 17, 19, 25, 59, 71]. De plus, un effet de synergie est
également susceptible de se créer entre les constituants dii A la présence dans ce
produit de prébiotiques et nutriments reconnus pour protéger les bactéries
lactiques de la dégradation [489, 490]. Cet effet de synergie peut également étre
dd a I’effet de protéolyse des bactéries lactiques ce qui générerait des peptides
bioactifs [491-493]. Certains probiotiques démontrent des effets beaucoup plus
importants lors d’une synergie avec des produits laitiers [2]. En réalité, ’action
des micro-organismes durant la préparation d’aliments fermentés améliore la
qualité, la quantité, la biodisponibilit¢ ou la digestibilité des nutriments
alimentaires [2]. Par exemple, la fermentation d’aliments avec des bactéries
lactiques augmente la présence et la biodisponibilité de I’acide folique dans le
lait, le yogourt et le kéfir [494-496]. La complexité de la MPM et un effet de
synergie peut, en partie, expliquer les effets immunomodulateurs et anti-

inflammatoires associés a la MPM.

Due a la complexité de sa composition, il a été envisagé que plusieurs
mécanismes pourraient expliquer les observations obtenues. Tout d’abord, les
résultats démontrent une inhibition importante de I’extravasation des neutrophiles
dans les tissus dans le modele de la dermatite de contact. Les différents résultats
obtenus suggérent que la MPM régule [’activité des neutrophiles. La
consommation de MPM chez des individus sains favorise la production de PMN
qui se retrouvent ensuite en circulation mais ne migrent pas nécessairement dans
les tissus en situation inflammatoire. Dans le modéle de la dermatite de contact,
il a également été démontré que les décomptes de PMN circulants étaient

inversement proportionnels au degré d’inflammation. La myéloperoxidase
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(MPO) est une enzyme majeure retrouvée essentiellement dans les granules des
neutrophiles [251]. Conséquemment, I’évaluation de I’activité de cette enzyme
permet d’obtenir une indication de la quantit€ de neutrophiles présents dans un
tissu. L’évaluation de I’activité de la MPO dans les oreilles dans le modéle de
dermatite de contact a démontré que I’activité de la MPO était moindre dans les
oreilles des souris ayant consommé la MPM et I’hydrocortisone suggérant une
inhibition de la migration des neutrophiles au site inflammatoire. Les
glucocorticoides, dont I’hydrocortisone, sont connus pour inhiber I’extravasation
des neutrophiles dans un tissu mais pas leur production [497]. Puisqu’il n’y a
pas de corrélation exacte entre les deux méthodes quant aux nombres exactes de
PMN dans le sang et de neutrophiles dans I’oreille, il devient par conséquent
assez difficile d’évaluer si la MPM, selon ces paramétres, inhibe la production de
neutrophiles par la moélle osseuse dans ce modele d’inflammation systémique.
Par contre, il est évident qu’il y a une diminution de I’extravasation des

neutrophiles dans I’oreille chez les animaux ayant consommés la MPM.

La MPM a également démontré une absence des effets secondaires
similaires a ceux généralement rencontrés lors d’un traitement a I’hydrocortisone.
La consommation de glucocorticoides inhibe la croissance chez les jeunes enfants
et crée une immunosuppression importante caractérisée par une réduction
marquée de la production lymphocytaire [498, 499]. Dans le modele de la
dermatite de contact, il y a arrét de la croissance chez les souris ayant consommé
I’hydrocortisone mais chez celles ayant consommé la MPM, la croissance s’est
déroulée de facon normale suggérant que I’effet anti-inflammatoire de la MPM
serait extrémement profitable pour les jeunes enfants. De plus, une réduction de
50% des décomptes de lymphocytes circulants totaux et une réduction aussi
importante du poids de la rate suite & la consommation d’hydrocortisone a été
observée indiquant que les doses utilisées étaient effectives. Il y a une absence
évidente de cette immunosuppression par la consommation de MPM suggérant un
mécanisme d’action différent de celui des glucocorticoides et conséquemment,

beaucoup plus favorable. Par contre, il a ét€ démontré chez les souris que la dose
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effective d’hydrocortisone est de 25 mg/kg [S00] et que les doses nécessaires
pour obtenir un effet anti-inflammatoire dans le modeéle de la dermatite de contact
doivent étre trés élevées [501]. Les résultats obtenus avec la MPM étaient trés
intéressants puisqu’ils se rapprochaient de ceux obtenus avec une dose trés élevée
d’hydrocortisone.  Cependant, malgré que la MPM posséde un effet anti-
inflammatoire similaire a celui observé pour I’hydrocortisone a la dose utilisée,
I'immunosuppression engendrée par I’hydrocortisone est trés certainement
exagérée sur ce qui existe réellement dans la population. Il serait intéressant de
comparer les effets de doses plus faibles d’hydrocortisone avec ceux obtenus avec

la MPM.

L’effet anti-inflammatoire observé nécessite des recherches quant 2
I'impact de la MPM sur les populations lymphocytaires impliquées dans ce
modele. L’amplification de I’inflammation dans le modéle de la dermatite de
contact est médiée par les lymphocytes effecteurs T CD8+ qui migrent au site
inflammatoire et favorisent le recrutement plus intense de neutrophiles et
macrophages via la production de cytokines et plus particulierement, I’IFNy
[348]. L’évaluation de la production de cellules T CD8+ dans la rate des souris
dans la dermatite de contact démontre que la MPM n’affecte pas le
développement de ces cellules effectrices tel qu’illustré par I’absence de
modifications de la production de ces cellules par la consommation de la MPM.
Les populations lymphocytaires dans la rate ont été évaluées 5 jours aprés la
sensibilisation ce qui correspond a la période de temps nécessaire au
développement de ces cellules effectrices dans la rate sans permettre une
migration importante en périphérie [348]. Cependant, I’étape de 1I’élicitation sur
I’oreille n’a pas été effectuée lors de cette étude afin de ne pas favoriser une
migration plus importante et plus rapide des cellules de la rate vers la circulation
sanguine et finalement, vers I’oreille. De plus, la production de la cytokine IFNy
n’est pas affectée par la consommation de MPM supportant I’hypothése que la
MPM n’agit pas via la modulation de la production des cellules T CD8+

effectrices.
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Par ailleurs, les lymphocytes T CD4+ et T CD4+CD25+ possédent un role
de régulation important dans le modele de la dermatite de contact [348, 502].
Tout comme pour I’évaluation des cellules T CD8+ décrit précédemment, les
cellules T CD4+ et T CD4+CD25+ ont été évaluées dans la rate 5 jours apres la
sensibilisation. La MPM stimule la production des cellules T CD4+ dans la rate
des souris dans la dermatite de contact ce qui peut expliquer la diminution de
Iinflammation. Par contre, il est également connu que le mécanisme de
régulation de la dermatite de contact par les cellules T CD4+ est relié a la
production des cytokines IL-4 et IL-10 [353, 430]. Or, la MPM ne favorise pas la
production de ces cytokines. Par conséquent, il a ét€ envisagé que ces cellules
puissent étre des cellules T régulatrices CD4+CD25+ agissant via un mécanisme
de régulation différent de celui de la production de cytokines régulatrices par
exemple, via un contact cellule-cellule. Cependant, cette stimulation de la
production des cellules CD4+ n’est pas associée a une stimulation de cellules T
CD4+CD25+. Néanmoins, il est envisagé que ces cellules CD4+ puissent étre
des cellules T régulatrices CD4+CD25- ou des cellules T CD4+ effectrices
permettant la régulation de I’inflammation via un mécanisme différent de la

production des cytokines IL-4 et IL-10.

L’infiltration des leucocytes au site inflammatoire est une étape essentielle
dans le développement et I’amplification de la pathologie. Comme il a été
démontré dans le modele de la dermatite de contact que I’inhibition de
I’extravasation des neutrophiles semble impliquée dans I’effet anti-inflammatoire
observé par la consommation de la MPM, le modele de la poche d’air a €té utilisé
pour confirmer cette hypothése. L’inhibition de I’extravasation des neutrophiles a
été confirmée dans ce modele ol Iinfiltration leucocytaire a été réduite de 50%
chez les animaux ayant consommé la MPM avant I’injection de LPS. Par
conséquent, la consommation de MPM semble fortement se traduire par une

inhibition de I’infiltration leucocytaire en condition inflammatoire.

218



L’inhibition de I’infiltration des neutrophiles dans un tissu en situation
inflammatoire a été bien démontré par les résultats dans les modeles de la
dermatite de contact et de la poche d’air. Cependant, il est nécessaire d’évaluer
les fonctions des neutrophiles dans le tissu malgré la diminution de
I’extravasation afin d’obtenir des indications sur les effets de la MPM sur les
activités de ces cellules. Une des caractéristiques principales des neutrophiles est
leur capacité de phagocytose qui leur confere ce role de défense de 1’organisme.
La consommation de la MPM n’empéche pas les neutrophiles d’effectuer la
phagocytose suggérant que les cellules présentes, méme si elles sont en moins
grand nombre, sont amplement capables de remplir leurs fonctions défensives.
Ces résultats suggerent que malgré le potentiel anti-inflammatoire de la MPM, les
individus pourront encore combattre la présence d’un agent infectieux, ce qui
n’est pas le cas notamment pour les individus consommant 1’hydrocortisone [503-
505]. Par contre, il devient important de confirmer que les PMN, dans ces

conditions, pourront migrer au site d’infection et étre efficaces.

COMPOSANTES DE LA MPM POUVANT EXPLIQUER LES EFFETS OBTENUS

II a été rapporté dans la revue de littérature que chacune des composantes
de la MPM peut étre responsable des effets immunomodulateurs observés. Des
études ont €té réalisées dans I’objectif de démontrer que la synergie entre ces
constituants est nécessaire pour obtenir un «alicament » possédant des effets
immunomodulateurs optimaux et différents. Le modele de la dermatite de contact
était approprié pour comparer I’effet de différents produits dérivés de la MPM car
ce modele posséde I’avantage de pouvoir quantifier précisément le degré
d’inflammation et ainsi, permettre 1’évaluation du potentiel anti-inflammatoire
d’un dérivé par rapport a un autre. Ce modele a permis de constater que I’effet
anti-inflammatoire de la MPM n’est pas uniquement associ€ a la bactérie
Lactobacillus kefiranofaciens R2C2 qui n’a démontré aucun effet anti-

inflammatoire dans ce modele animal. Par contre, les résultats démontrent que la

fermentation d’une durée contrdlée avec ce probiotique est nécessaire pour
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obtenir un effet anti-inflammatoire optimal. Effectivement, la fermentation a
court (12 heures) ou moyen (16 heures) terme est nécessaire pour obtenir I’effet
anti-inflammatoire observé. Ce temps de fermentation permet d’obtenir une
protéolyse limitée sur les protéines de lactosérum. A T'opposé, lors d’une
fermentation a long-terme (48 heures) ol la protéolyse est supérieure, cet effet
anti-inflammatoire disparait. Ce résultat démontre qu’une fermentation prolongée
ou il y a génération de plusieurs peptides ne permet pas d’obtenir une matrice

optimale pour les effets immunomodulateurs observés.

Lors de ce projet de recherche, il a été démontré que la MPM possede des
effets immunostimulants et anti-inflammatoires. Ces découvertes suggerent que
la MPM a le potentiel de devenir un « alicament » unique dans la régulation de
I’immunité. Il existe sur le marché quelques « alicaments » similaires & la MPM,
soit de part leur composition ou de leur mode de production. Une comparaison
des effets immunomodulateurs de ces produits avec la MPM s’aveére nécessaire
afin de démontrer le potentiel unique de régulation de I’'immunité par la MPM.
Le HMS90, un isolat de protéines de lactosérum, est reconnu pour posséder des
effets antioxydants via la stimulation de la production de GSH [3]. 1l favorise
également la production de lymphocytes et la défense humorale [4]. Le produit
HMS90 a été comparé avec la MPM lors des études ches les animaux sains et les
résultats obtenus permettent de confirmer que la MPM possede des effets
différents du HMS90. La MPM a démontré une stimulation de la production de
GSH similaire au HMS90 mais une absence de production de lymphocytes et
d’anticorps. Par contre, a I’opposé du HMS90, la MPM stimule également la
production de PMN sanguin associée a la stimulation de I'immunité innée
démontrant que malgré qu’elle possede des roles similaires au HMS90, ces deux
produits ont des effets immunomodulateurs différents et conséquemment, des
applications différentes. La MPM est constituée de bactéries lactiques, ce qui
n’est pas le cas pour la HMS90, pouvant expliquer ces différences observées dans

les effets biologiques.
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Le produit BioPure-GMP est un peptide, le glycomacropeptide, isolé du
lactosérum suite a la production fromagere et qui posséde des effets anti-
inflammatoires intéressants dans un modele d’inflammation intestinale [506].
Les auteurs ont envisagé que le mécanisme d’action de I’effet anti-inflammatoire
de ce produit serait relié€ a I’inhibition de la voie NF-kB due a une réduction de la
production de iNOS et IL-1P [506]. La présence de GMP dans la MPM n’a pas
été démontré mais il est possible qu’elle soit présente en quantité plus faible que
les doses utilisées dans la démonstration de I’effet anti-inflammatoire dans ce
modele d’inflammation intestinale. Par conséquent, il est envisagé que les
résultats obtenus, soit la diminution de IL-1(, puissent &tre associés a ce peptide.
Cependant, le GMP ne peut étre responsable de tous les effets observés puisqu’il
a été démontré que ce produit, a I'opposé de la MPM, ne stimule pas la
production de GSH [506]. La MPM permet donc, de part sa composition,
d’obtenir des effets immunomodulateurs différents et plus variés que le produit

BioPure-GMP.

Un autre produit treés similaire a la MPM, le kéfir, est un lait fermenté avec
différentes souches de lactobacilles, qui a démontré un potentiel de stimulation de
I'immunité innée via la production de cytokines pro-inflammatoires ainsi que de
la cytokine IL-10 [507] et de la production de IL-6 par les plaques de Peyer [507].
Le kéfir possede aussi des activités anti-tumorales associées a une diminution de
la production de la cytokine IL-6 et une augmentation rapide de la production de
TNFo. et IFNYy suivie d’une diminution de la production de ces cytokines lorsque
la tumeur est implantée [508]. Il a également été rapporté que le kéfir augmente
la production de IL-10 et IL-4 qui est corrélée avec la diminution de TNFo et
IFNY indiquant que le mécanisme d’action est relié a la production de cytokines
Th2 régulant la production des cytokines pro-inflammatoires [508]. Ces résultats
démontrent que le mécanisme d’action de la stimulation de I’immunité qui permet
d’obtenir des activités anti-tumorales est différent de celui de la MPM et donc, il
serait intéressant de vérifier si la MPM posséde des activités anti-tumorales

malgré que le mécanisme d’action serait probablement différent.
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Plusieurs yogourts et laits fermentés ont été développé et parmi ceux-ci,
deux produits prennent une place considérable dans le marché des aliments
fonctionnels stimulant les défenses immunitaires ou intestinales. Tout d’abord, le
produit DanActive qui est un lait supplémenté avec la bactérie Lactobacillus casei
DN-114. Ce produit a démontré une stimulation importante de la production de
cytokines pro-inflammatoires IL-1f, TNFa et IFNy ainsi qu’une diminution de la
production de IL-10 indiquant une défense immunitaire exclusivement reliée a la
stimulation de I’immunité [509]. Ce produit est trés intéressant pour stimuler les
défenses anti-infectieuses mais ne posséde pas le méme mécanisme d’action que
la MPM qui posséde en plus des effets anti-inflammatoires. Deuxi€émement, le
yogourt Activia, qui contient la bactérie Bifidobacterium (animalis) lactis ou BL
Regularis™®, a démontré des effets bénéfiques sur le tractus intestinal et diminue
grandement les symptomes associés au syndrome du colon irritable [510, 511].
Cependant, les études n’ont pas démontré les effets de ce produit sur le systeme

immunitaire.

Conséquemment, on peut avancer que la MPM possede des effets
beaucoup plus diversifiés que ceux associés a divers produits similaires déja
présents sur le marché. La MPM est le seul de ces produits qui possedent a la fois
des effets immunostimulants et anti-inflammatoires. Les résultats de la MPM
dans de nombreux modeles animaux en font un produit de choix parmi les

« alicaments » disponibles sur le marché actuellement.

MECANISMES DE REGULATION POTENTIELS EXPLIQUANT LES EFFETS DE LA
MPM

Plusieurs mécanismes sont connus pour leur role de régulation du systeme
immunitaire et en particulier, des maladies inflammatoires. Parmi ceux pouvant
expliquer les effets obtenus par la MPM notons, la modulation de I’expression des

TLR, la stimulation des cellules T régulatrices, la modulation des fonctions des
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leucocytes comme la phagocytose, I’apoptose et la production de ROS ainsi que la

modulation de la production de cytokines.

La MPM, de part sa composition, pourrait étre reconnue par divers TLR
mais en particulier, le TLR9 d0 & la présence de la bactérie Lactobacillus
kefiranofaciens R2C2. Les bactéries lactiques, étant constituées de séquences
d’oligonucléotides pouvant étre reconnus par le TLR9, peuvent permettent la
régulation des défenses immunitaires via la voie d’activation NF-xB. En effet, il
a été démontré que la reconnaissance d’oligonucléotides de bactéries lactiques
par le TLR9 favorise une réponse immunitaire de type Th1 via la production de
IL-12 et IFNy [96]. A I’opposé, il est aussi connu que certaines souches de
bactéries lactiques possedent des effets anti-inflammatoires dans des modéles de
colite ulcéreuse via la production d’IFNa suite a la reconnaissance
d’oligonucléotides par le TLR9 qui conséquemment, méne a la production de
cellules T régulatrices produisant de IL-4 ou de IL-10 [99, 477]. Malgré qu’il a
été démontré que la bactérie R2C2 n’est pas a elle seule responsable des effets
anti-inflammatoires observés avec la MPM, il est envisagé que le processus de
fermentation et de récupération de la MPM puisse générer des fragments
bactériens et la libération d’oligonucléotides bactériens. Ce mécanisme de
régulation pourrait donc expliquer a la fois les effets immunomodulateurs et anti-
inflammatoires observés. Cependant, chez les animaux sains, 1’absence de
production des cytokines de la voie Thl ainsi que la diminution de IL-12 a été
rapporté. Egalement, la MPM ne favorise pas la production de cellules T
régulatrices produisant de IL-10 autant chez les animaux sains qu’en situation
inflammatoire. Donc, tout porte a croire que la MPM n’agit pas via I’interaction
des séquences d’oligonucléotides de la bactérie avec le TLR9. Certaines
composantes de la MPM pourraient également interagir avec le TLR2, soit
certains peptides et fragments bactériens qui sont cependant, encore inconnus
jusqu’a ce jour. La reconnaissance de PAMP avec le TLR2 meéne a la

production de cytokines pro-inflammatoires de la voie NF-xB soit IL-1, IL-12 et

TNFa [169]. De plus, il est connu que les agonistes du TLR2 favorise
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’expansion et la survie des cellules T régulatrices CD4+CD25+ produisant de
IL-10 [415]. T n’est donc pas exclu que I’interaction de certaines composantes
de la MPM puissent étre des agonistes reconnus par le TLR2 pouvant ainsi
expliquer certains effets immunomodulateurs observés. Cependant, la voie NF-
kB mene a la production de IL-12, IL-1 et TNFa et la diminution marquée de
IL-12 observée dans tous les modeles animaux et I’absence d’effet sur les
cytokines IL-1 et TNFa chez les animaux sains mettent en doute I’hypothése que
le mécanisme d’action est reli€ a la régulation de la voie NF-xB. De plus, la
MPM ne favorise pas la production de cellules T régulatrices et de la cytokine
IL-10. Il semble donc que les composantes de la MPM n’interagissent pas avec
le TLR2. L’expression génique des TLR2 et TLRY a aussi été évaluée afin de
vérifier si la MPM ne pourrait pas stimuler la différenciation de ces récepteurs
dans les cellules immunitaires. Il y a absence autant de stimulation que
d’inhibition de I’expression génique des TLR2 et TLR9 par la MPM indiquant
qu’elle ne favorise pas le développement de ces récepteurs dans les cellules. A
’opposé, il est connu que I’hydrocortisone favorise 1’expression de génes
associés a certains TLR, dont le TLR2 [512] ce que les résultats ont démontrés.
Par contre, il serait intéressant d’évaluer dans ce contexte, la présence de ces

récepteurs a la surface cellulaire.

Un autre mécanisme de régulation important des défenses immunitaires est
la production de cellules T régulatrices. Il a été fortement envisagé que la MPM
puisse favoriser la production de ce type de cellules immunitaires. Certains
probiotiques exercent leur effet immunomodulateur via ce mécanisme d’action
[77, 416]. Cependant, la MPM ne favorise pas la production de cellules T
régulatrices de type CD4+CD25+ tel que démontré dans les organes des
animaux sains et dans la dermatite de contact. Cependant, il y a augmentation
significative de la production de cellules T CD4+ dans la dermatite de contact
démontrant un r6le de ces cellules dans la régulation de la maladie dans ce
modele inflammatoire. Il est connu que les cellules CD4+ sont importantes dans

la régulation de la dermatite de contact via la production de IL-4 et IL-10 [302,
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303]. Par contre, la MPM a démontré aucun effet sur la production de ces
cytokines indiquant que les cellules CD4+ produites n’agissent pas via la
production de ces cytokines régulatrices. Il est suggéré que les cellules CD4+
produites par la MPM dans la dermatite de contact puissent posséder un réle de

régulation via un mécanisme contact cellule-cellule.

Par ailleurs, le role de la MPM dans les maladies inflammatoires pourrait
également s’expliquer par une réduction importante des fonctions des leucocytes
ce qui aurait pour conséquence, de limiter les dommages tissulaires et
P’amplification de I’inflammation. Une caractéristique importante des cellules
inflammatoires est leur capacité de phagocytose permettant ainsi I’élimination
des pathogeénes et des débris cellulaires lors de I’inflammation. Comme
démontré dans le modele de la poche d’air, la MPM malgré I’inhibition
importante de [Dinfiltration des neutrophiles, n’affecte pas le potentiel
phagocytant de ces cellules. La MPM a également démontré une absence d’effet
sur I’activité phagocytante des macrophages péritonéaux suite a un stimulus,
indiquant que ces cellules possédent le potentiel d’agir aussi efficacement dans
I’étape cruciale de résolution de I’inflammation. De plus, les macrophages
activés possédent une activité phagocytante accrue ce qui a comme conséquence
majeure, une augmentation de la production de cytokines pro-inflammatoires
[263]. L’absence de stimulation de la phagocytose par la MPM indique une
absence de stimulation accrue de ces cellules limitant ainsi la production de

cytokines par ces cellules.

Une augmentation de I’apoptose ou de la mort cellulaire des macrophages
aurait pu suggérer que la MPM diminue la viabilit¢ des cellules et
conséquemment, la réduction de leur présence, de leur survie et de leur activité
dans une situation inflammatoire. Or, la MPM n’a démontré aucun effet soit de
diminution ou d’augmentation de 1’apoptose ou de la mort cellulaire indiquant

que la MPM n’a aucun effet sur la viabilité des cellules inflammatoires.
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L’activité cytotoxique majeure des macrophages est la destruction de corps
étrangers via la production de ROS et RNOS. Cependant, cette production de
ROS et RNOS cause également d’importants dommages lors d’une réaction
inflammatoire [263]. Afin d’évaluer I’activité cytotoxique des macrophages, la
production de H202 par les macrophages péritonéaux activés et non activés a été
€valuée. L’activation des macrophages péritonéaux par I’injection de protéose
peptone permet d’augmenter cette activité cytotoxique par les macrophages.
Premierement, I’activation des macrophages péritonéaux a effectivement permis
I’augmentation de la production de H202. De plus, la MPM posséde la capacité
de diminuer légérement cette activité cytotoxique par les macrophages en
situation inflammatoire. L’effet inflammatoire de la MPM peut donc, en partie,
s’expliquer par la diminution des dommages tissulaires causés par les
macrophages. En contre partie, la MPM n’a aucun effet sur I’activité
cytotoxique des macrophages péritonéaux non activés suggérant que cette
activité de répression des fonctions macrophagiques ne survient que lors d’une
situation inflammatoire. L’absence de réduction de I’activité cytotoxique des
macrophages non activés et la légeére inhibition de celle-ci en situation
inflammatoire laisse présager que la MPM ne diminue pas I’efficacité de la
défense immunitaire lors d’une infection. Cette inhibition de la production de
ROS n’est qu’attribuée a des macrophages pleinement activés lors d’une

situation inflammatoire.

Finalement, il est démontré que les bactéries lactiques et les protéines de
lactosérum régulent les fonctions immunitaires via la modulation de la
production de cytokines pro-inflammatoires et anti-inflammatoires dans diverses
conditions immunitaires [129]. La modulation de la production des diverses
cytokines est un mécanisme de régulation certainement trés impliqué dans le

mécanisme d’action de la MPM et est discuté dans la section suivante.
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MODULATION DE LA PRODUCTION DE CYTOKINES DANS LES MODELES ANIMAUX

Dans le modele de la poche d’air, la production des cytokines et
chimiokines a été évaluée dans I’exsudat recueilli suite a I’injection de LPS. Ces
médiateurs sont, en grande partie, produits par les cellules résidantes constituants
I’épithélium de la poche d’air; c’est-a-dire les macrophages et fibroblastes [356].
La majorité des cytokines présentes dans la poche d’air suite a I’injection de LPS
sont produites par les cellules résidantes de la poche d’air dans 1’objectif d’attirer
les neutrophiles au site inflammatoire. La MPM semble diminuer la production
de cytokines et chimiokines par les macrophages et fibroblastes constituant
I’épithélium, di a la diminution de TNFa et de chimiokines, premiers médiateurs
produits par ces cellules pour attirer les neutrophiles [513, 514]. Cependant, il est
également suggéré que la MPM puisse affecter cet épithélium via la réduction du
nombre de cellules expliquant cette diminution des médiateurs plutét qu’une
diminution de la capacité de production par ces cellules. Toutes les cytokines et
chimiokines évaluées, a I’exception de IL-2, sont fortement inhibées suite a la
consommation de la MPM dans le modele de la poche d’air. Le rble de ces
médiateurs est de favoriser ’extravasation des leucocytes dans la poche d’air
[361, 513]. Ces résultats suggerent que I’inhibition de I’extravasation des
neutrophiles dans le site inflammatoire est due & une diminution de la production
de ces médiateurs. Par contre, ’absence d’inhibition de production de IL-2
indique que les cellules résidantes dans I’épithélium ne sont pas inexistantes ou
complétement inhibées et que la MPM n’agit pas en créant une

immunosuppression.

Dans le modéle de la dermatite de contact, les cytokines pro-
inflammatoires TNFq, IL-1f, et IL-6 produites par les cellules de Langerhans et
les kératinocytes suite a I’exposition a I’hapténe, sont fortement inhibées (pres de
50%) par la consommation de MPM. Ces cytokines ainsi que IL-12, étant
également inhibée par la MPM, ont comme rdle principal de permettre la

différenciation des cellules effectrices CD8+ [348]. Par conséquent, il est
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envisagé que la MPM peut réduire la production de ces cellules effectrices CD8+.
Cependant, ces cellules CD8+ produisent ensuite essentiellement la cytokine
IFNY qui permet une plus grande attraction de cellules inflammatoires dans le
derme [347]. Or, la MPM a démontré aucun inhibition de la production
d’IFNYy ainsi que de la production des cellules CD8+ dans la rate suggérant que
’effet anti-inflammatoire de la MPM dans la dermatite de contact n’est pas
associé a une diminution de la production de ces cellules CD8+ malgré la
diminution des cytokines IL-1B, IL-6 et TNFa.. De plus, il faut aussi mentionner
que les cellules CD4+ possédent un role régulateur via la production des
cytokines de la voie Th2 et plus particulierement, IL-4 et IL-10 [346, 354]. 1l a
également été rapporté qu’un lait fermenté par Lactobacillus casei posséde un
role anti-inflammatoire médi€ par les cellules CD4+ dans le modele de dermatite
de contact [71]. Par conséquent, la MPM pourrait agir selon un mécanisme de
régulation similaire.  L’évaluation des cytokines IL-4 et IL-10 démontre
cependant que la MPM agit différemment et que la production des cytokines de la
voie Th2 régulant cette maladie n’est pas impliquée dans I’effet obtenu par la
consommation de la MPM puisque ces deux cytokines sont également inhibées
par la consommation de la MPM. La MPM stimule plutdt la production des
cellules CD4+CD25- indiquant que ces cellules peuvent étre impliquées dans le
mécanisme d’action de la MPM via une régulation non médiée par les cytokines
IL-4 et IL-10.

D’autre part, la production de IL-2 n’est pas affectée par la consommation
de MPM dans le modéle de la dermatite de contact. Dans le modéle de la poche
d’air, IL-2 est la seule des cytokines évaluées dont la production a été maintenue
par la consommation de MPM. Le potentiel antioxydant de la MPM pourrait en
partie, expliquer ces résultats concernant I’inhibition de la production de
cytokines pro-inflammatoires ainsi que le maintien de la production de IL-2. Il a
été rapporté que le GSH active les cellules NK et les réponses lymphocytaires via
la production de IL-2 mais possede également des effets anti-inflammatoires

[515-518]. Comme la production de la cytokine IL-2 n’est pas affectée, les

228



résultats suggerent que cette cytokine possede un rdle important dans les effets
immunomodulateurs de la MPM. Le rdle de IL-2 est principalement de permettre
le développement d’une réaction lymphocytaire [519, 520] indiquant qu’une
sous-population de lymphocytes pourrait étre impliquée dans les effets obtenus
avec la MPM. La cytokine IL-2 permet la prolifération des cellules T pouvant
ainsi, expliquer qu’il n’y ait aucune inhibition des cellules T CD8+ dans le
modele de dermatite et également, augmentation de la production de cellules T
CD4+ dans ce modele. De plus, les cellules CD8+ produisent de IL-2 nécessaire
a la production de cellules régulatrices CD4+ contrdlant ensuite, les fonctions des
cellules T CD8+ dans le modele de la dermatite de contact [502]. Ce mécanisme
d’autorégulation par les cellules CD8+ dans le modéele de la dermatite de contact
pourrait étre amplifi€ ou accéléré par la consommation de MPM. Le mécanisme
d’action semble donc, en partie, reliée a la production de la cytokine IL-2 qui
pourrait favoriser ensuite, la production de cellules CD4+ régulant I’inflammation

dans la dermatite de contact.

L’évaluation de la production de cytokines chez des animaux
immunocompétents a permis d’évaluer de fagon systémique 1’impact de la MPM
sur le systtme immunitaire et ainsi, d’obtenir des indications afin de comprendre
le mécanisme d’action lui conférant a la fois un rdle immunostimulant et anti-
inflammatoire. La production des cytokines impliquées dans le développement
des anticorps, c’est-a-dire IL-4 et IL-5, n’est pas stimulée suite a I’administration
de MPM confirmant ainsi, ’absence de production d’anticorps préalablement
observée chez les animaux sains. Par ailleurs, une diminution de la production de
IL-10 est observée et mais la MPM en situation immunitaire saine ne semble pas
favoriser la production de cellules T régulatrices. La production des diverses
cytokines laissent croire a un mécanisme de stimulation de I’immunité différent
de celui de la voie Th] puisque une diminution importante de la production de la
cytokine IL-12 ainsi, qu’une absence de modulation de I’'IFNy est démontrée. A

la lumiere de ces résultats, il est possible d’envisager une autre voie de
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stimulation de I’immunité; voie qui aurait un role important a jouer dans la

différenciation des PMN.

Les cytokines IL-1B, IL-6 et TNFo, généralement produites par les
macrophages et fortement associées a une réaction inflammatoire, sont diminuées
par la consommation de MPM comme démontré dans la dermatite de contact et
du modele de la poche d’air. Ces cytokines ont aussi ét€ associées a une plus
grande perméabilité vasculaire permettant I’extravasation des cellules
inflammatoires [521, 522]. Leur diminution par la consommation de la MPM
peut expliquer en partie, la réduction de I’infiltration cellulaire observée dans ces
deux modeles. Par contre, la cytokine IFNy primordiale pour I’amplification de
I’inflammation dans la dermatite de contact, n’est pas inhibée suggérant
également un mécanisme d’action différent d’une inhibition de la voie Thl

classique.

Un des points marquants est la production de la cytokine IL-23 chez les
animaux sains qui augmente suite a la consommation de la MPM. En contre
partie, lors de la stimulation a la protéose peptone qui active les macrophages
péritonéaux, une augmentation importante de cette cytokine chez les animaux
n’ayant pas recu préalablement la MPM a été démontré. A T’opposé, cette
augmentation de la production de la cytokine IL-23 chez les animaux ayant
consommés la MPM est inhibée. Il semble donc, que la consommation préalable
de MPM chez les animaux sains favorise un seuil de production de la cytokine
IL-23 qui par la suite, n’augmente pas lors de I’inflammation. Chez des animaux
pré-traités avec la MPM, I’augmentation de la production de IL-23 associ€e a un
état inflammatoire est absente comparativement a des animaux non-trait€s. La
régulation de la production de IL-23 semble donc importante dans le mécanisme

d’action de la MPM autant chez les animaux sains qu’en situation inflammatoire.
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MECANISME(S) D’ACTION POTENTIEL(S) DE LA MPM

Les résultats obtenus démontrent que la modulation de la production de la
cytokine IL-23 chez les animaux sains et en conditions inflammatoires est
impliquée dans le mécanisme d’action de la MPM. L’augmentation importante
de la production de la cytokine IL-23 corrélée avec 1’augmentation des PMN
circulants suggere que la cytokine IL-23 est impliquée dans la stimulation de la
granulopoiése observée chez les animaux sains. Les résultats indiquent que la
stimulation de I’immunité innée n’est pas reliée a une stimulation de la voie Thl
car il y a diminution importante de la cytokine IL-12. De plus, malgré
I’augmentation de la production de la cytokine IL-18, la diminution marquée de la
production de IL-12 corrélée avec 1’absence de modulation de I’'TFNy montre bien
que la MPM ne stimule pas la voie immunitaire Thl. L’augmentation
concomitante de la production des cytokines IL-18 et IL-23 suggere leur rle dans

le mécanisme d’action de I’effet immunostimulant de la MPM.

En situation inflammatoire, la MPM empéche I’augmentation subséquente
de la production de IL-23 suggérant que la modulation de la production de cette
cytokine est également impliquée dans le mécanisme d’action de la MPM en
conditions inflammatoires. A 1’opposé, la MPM lorsque consommée par des
animaux sains, permet I’augmentation de la production de IL-23 afin de stimuler
les défenses infectieuses. Par contre, chez des animaux en conditions
inflammatoires ayant consommés préalablement la MPM, les niveaux de IL-23
sont similaires & ceux des animaux sains traités a la MPM. Cette derniére
favoriserait donc un niveau seuil de production de IL-23 qui n’augmente pas suite
a un stimulus inflammatoire. Ce résultat suggeére que la MPM, malgré ces effets
anti-inflammatoires, ne causerait pas de risque supplémentaire de développer une

infection dii a ce niveau seuil d’activation de I’immunité,

Par ailleurs, dans le modéle de dermatite de contact, la MPM provoque une

réduction importante de la production des cytokines IL-1B, IL-6 et TNFo. Par
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contre, la production d’IFNYy n’est pas réduite par la consommation de MPM
démontrant que I’inhibition des cellules de la voie Th1, cellules importantes dans
la génération et I’amplification de I’inflammation dans ce modele, ne semble pas
étre impliquée dans le mécanisme d’action de I’effet anti-inflammatoire de la
MPM. De plus, il est connu que I’inhibition de I'IFNy ne favorise pas la
réduction des cytokines pro-inflammatoires IL-1 et IL-6 et n’affecterait pas
Pinfiltration leucocytaire dans la dermatite de contact [465]. Les cytokines
TNFa, IL-1P et IL-6 ont aussi démontré des roles essentiels dans 1’extravasation
des neutrophiles [523, 524] et conséquemment, la diminution indirecte de la
production de ces cytokines pourrait expliquer la diminution importante de
Pinfiltration cellulaire observée par la consommation de MPM dans les modéles

animaux d’inflammation.

Il a récemment ét€ démontré que la cytokine IL-23 est impliquée dans la
modulation d’une nouvelle sous-population de lymphocytes, les cellules Th17
[454, 455, 525-528]. 11 était spéculé depuis plusieurs années qu’une sous-
population de cellules T contr6lait la production et I’activité des neutrophiles
[452]. Ces cellules T, qui sont différentes des cellules Th1 ou Th2, produisent de
IL-17 suite a I’activation par IL-23, d’ou I’appellation Th17 [454, 455, 529]. Les
cellules Th17 possedent un rdle autant dans I’'immunité innée via la stimulation
des réponses dépendantes des granulocytes que dans les réponses inflammatoires
[457]. En effet, les cellules Th17 sont activées par la production de IL-23 et
sécretent ensuite la cytokine IL-17A qui favorise la granulopoiése via la
production de G-CSF et GM-CSF [460]. L’augmentation de la production de la
cytokine IL-18 favorise également le développement et la survie des cellules
Th17 ainsi que la production accrue de IL-17A [530]. D’un autre coté, les
cellules Th17 sont impliquées dans le développement de nombreuses pathologies
inflammatoires dont, I’arthrite [469-472], la dermatite [465], les maladies
inflammatoires de I’intestin [473-475], le diabete [463, 464] et le psoriasis [466-
468]. He et al. ont démontré que des cellules CD8+-produisant IL-17 sont

distinctes des cellules CD8+-produisant IFNy et possédent des fonctions
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effectrices dans la phase d’élicitation de la dermatite de contact [465]. 1l a
également €té rapporté que la réaction d’hypersensibilité associée a la dermatite
de contact est considérablement réduite chez les souris déficiente en IL-17
démontrant ainsi leur r6le essentiel dans cette pathologie [531]. La production de
IL-17 semble étre essentielle dans I’amplification de la maladie en favorisant la
production des cytokines inflammatoires IL-1o, IL-1B, IL-6 et KC [461, 532-
534]. Cette étude a également rapporté que la production de ces cellules Th17 est
favorisée par la présence de la cytokine IL-23 et que ces mémes cellules sont
responsables de I’infiltration des granulocytes au site inflammatoire [465]. De
plus, la cytokine IL-2 posseéde un réle important dans la régulation des cellules
Th17 en interférant avec I’expansion et la survie des cellules Th17 et en inhibant

la production de IL-17 chez les cellules Th17 différenciées [535].

Chez les animaux immunocompétents, les résultats démontrent que la
MPM, via la production des cytokines IL-23 et IL-18, pourrait stimuler la
production des cellules Th17. L’augmentation de la production de PMN
circulants observée par la consommation de MPM peut s’expliquer par la
stimulation importante de la production de la cytokine IL-23 qui favorise la
production de cellules Th17. Tel que mentionné précédemment, les cellules Th17
favorisent la granulopoiése via la production de G-CSF et GM-CSF [458, 459].
A T'opposé, la MPM en contexte inflammatoire agirait plutét en inhibant la
production subséquente de cellules Th17 suite a un stimulus inflammatoire et
donc, par le fait méme, en limitant la granulopoiése des neutrophiles et la
production de diverses cytokines pro-inflammatoires. En limitant I’augmentation
de la production de IL-23 en situation inflammatoire, la MPM inhiberait la survie
des cellules Th17. Cette hypothése expliquerait bien la diminution importante de
’extravasation des neutrophiles ainsi que la diminution des cytokines IL-1B, IL-6
et TNFo suite 4 la consommation de MPM. La production de la cytokine IL-18
est diminuée par la consommation de MPM dans la dermatite de contact. Comme
la cytokine IL-18 pourrait avoir un rdle dans la différenciation des cellules Th17

lorsqu’en combinaison avec IL-23 [530], cette diminution de IL-18 dans la
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dermatite de contact supporte également I’hypothése de I’inhibition de la
production des cellules Th17. Par ailleurs, il a été envisagé que la cytokine IL-2
serait trés importante dans le mécanisme d’action de I’effet anti-inflammatoire de
la MPM puisque dans les modeles de la dermatite de contact et de la poche d’air,
la production de cette cytokine était, 4 I’opposé des autres cytokines testées,
maintenue. Il est envisagé que IL-2 joue un réle prédominant dans I’inhibition
des réactions inflammatoires et les effets inhibiteurs de cette cytokine pourraient
expliquer I’effet anti-inflammatoire observé. La production de IL-2 lors d’une
situation inflammatoire pourrait ainsi permettre la régulation négative de la
boucle de production et d’activation des cellules Th17 préalablement activées par

la consommation de MPM.

Due a la complexité de sa composition, plus d’un mécanisme d’action
pourrait étre impliqué dans I’effet anti-inflammatoire obtenu par la MPM. La
production des cellules CD4+ dans la dermatite de contact est stimulée par la
consommation de MPM. De plus, I’absence de production des cytokines IL-4 et
IL-10 démontre que ces cellules ne sont pas des cellules Th2 CD4+. 1l est connu
que les cellules Th2 CD4+ sont les cellules impliquées dans la régulation de la
dermatite de contact [536]. Par contre, il a également été rapporté qu’une
population de cellules CD4+ possede la capacité de réguler le développement de
cellules CD4+ et CD8+ spécifiques via un mécanisme indépendant de la
production de cytokines IL-4 et IL-10 [502]. De plus, la production de IL-2 est
importante dans le développement de cette sous-population de cellules CD4+
[502]. En effet, il est démontré que IL-2 n’est pas nécessaire au développement
des cellules CD4+ et CD8+ spécifiques a I’hapténe mais joue un role essentiel
dans la régulation du développement de ces cellules [502]. IL-2 est nécessaire
pour maintenir la présence et I’activité des cellules CD4+ non-spécifiques qui
diminuent le développement de cellules CD8+ effectrices dans la dermatite de
contact [502]. Les résultats démontrent que le mécanisme d’action de la MPM
pourrait également étre reli€é a la production de IL-2 qui conséquemment,

ménerait a la production de cellules CD4+ régulant la pathologie.
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Chapitre 9. Conclusions et Perspectives
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L’objectif du projet de recherche était d’évaluer le potentiel de la MPM a
&tre utilisé comme « alicament » dans la stimulation de I’'immunité et dans les

maladies inflammatoires.

Ces recherches ont permis de démontrer que :

< La MPM stimule I’immunité naturelle via :
¢ Augmentation de la concentration de PMN sanguins
¢ Stimulation de I’activité antioxydante via la production de GSH
¢ Augmentation de la production systémique des cytokines I1L-23
et IL-18
¢ Inhibition de la production des cytokines IL-12 et IL-10
0 Mécanisme d’action envisagé: stimulation de la production de IL-23

favorisant une réponse immune dépendante des granulocytes.

< La MPM possede des effets-anti-inflammatoires via :
¢ Diminution de I’inflammation (épaisseur de ’oreille dans la
dermatite) non associée a une immunosuppression
¢ Réduction importante de [Iinfiltration leucocytaire,
principalement des neutrophiles (50% dans la poche d’air)
¢ Inhibition importante des cytokines et chimiokines dans un site
inflammatoire (poche d’air)
¢ Inhibition systémique importante des cytokines pro-
inflammatoires IL-12, IL-18, TNFa, IL-1B et IL-6
¢ Aucune inhibition de IFNYy, cytokine importante de la voie Th1.
¢ Maintien la production de la cytokine IL-2
¢ Augmentation de la production de cellules CD4+ dans la
dermatite de contact
¢ Inhibition de la production subséquente de IL-23 suite a un

stimulus inflammatoire
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0 Mécanisme(s) d’action envisagé(s): i) modulation de la production de la
cytokine IL-23 limitant le développement et I’amplification des maladies
inflammatoires et autoimmunes. ii) augmentation de la production de
cellules CD4+ régulant I’inflammation par un mécanisme indépendant de

la production de cytokines régulatrices.

PERSPECTIVES

La priorité pour la poursuite de ce projet de recherche est de confirmer les
hypothéses de mécanisme(s) d’action de la MPM. Dans I’éventualité¢ ou la
stimulation de la production de la cytokine IL-23 observée chez les animaux sains
permettrait la modulation subséquente des cellules Th17, il devient primordial de
s’intéresser aux bienfaits de la MPM a stimuler les défenses contre les infections
virales et bactériennes créant ainsi un « alicament » essentiel pour la stimulation
de Porganisme. Par ailleurs, comme la MPM a démontré une inhibition
subséquente de la cytokine IL-23 lors d’un stimulus inflammatoire, la
confirmation que la MPM posséde la capacité de limiter la production et les
fonctions des cellules Th17 suite a un stress inflammatoire permettrait de
démontrer que la MPM peut non seulement stimuler les défenses immunitaires

mais également limiter les maladies inflammatoires.

Les résultats obtenus dans ce projet de recherche sont trés prometteurs
pour l'utilisation de la MPM comme «alicament » dans les défenses anti-
infectieuses mais également dans de nombreuses pathologies autoimmunes dont,
’arthrite, le psoriasis, le diabéte et les maladies inflammatoires de I’intestin.
Effectivement, il est maintenant connu que la cytokine IL-23, via I’activation des
cellules Th17, posséde un role majeur dans la plupart des maladies autoimmunes
et méme, que ces cellules sont responsables du développement de ces maladies.
Conséquemment, la modulation de la production de cette cytokine par la

consommation de MPM permettrait non seulement d’apporter les bienfaits de la
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stimulation de I’immunité innée mais également, de limiter le développement de

maladies autoimmunes.

L’arthrite devient une pathologie de choix pour I’étude des effets de la
MPM. La poche d’air est un modele ou il y a création d’une couche constituée de
macrophages et fibroblastes morphologiquement similaire a celle de la membrane
synoviale et par conséquent, représente bien les mécanismes impliqués dans les
maladies arthritiques. Or, la MPM inhibe trés fortement la production de
cytokines et chimiokines impliquées dans le recrutement leucocytaires résultant
effectivement en une réduction de 50% de I’infiltration cellulaire. Ces résultats
obtenus sont fort prometteurs pour la réduction de I’inflammation et des douleurs
associés a I’arthrite. Par ailleurs, la démonstration que la MPM stimule les
cellules responsables de réguler la dermatite de contact suggere que celle-ci
favorise également la production de cellules permettant de limiter les maladies
inflammatoires via un mécanisme indépendant de la production de cytokines
régulatrices. De plus, les résultats obtenus dans le modele de la dermatite de
contact suggerent que la MPM possede des bienfaits dans cette pathologie et que

des études cliniques chez I’humain souffrant de ce type de dermatite pourraient

étre envisagées a trés court terme.

En conclusion, la MPM possede des activités immunomodulatrices et anti-
inflammatoires intéressantes dépendamment des conditions immunitaires de
’organisme confirmant 1’hypothése initiale du projet de recherche. Ces études
apportent de nouvelles connaissances trés importantes quant aux mécanismes
d’action potentiel d’un produit nutraceutique telle que la MPM. En effet, la
modulation de la production de la cytokine IL-23 n’a encore jamais été associée a
un produit nutraceutique, ce qui démontre le potentiel unique de la MPM a
devenir un «alicament » important pour stimuler les défenses naturelles mais
également, pour limiter le développement et I’amplification de nombreuses

maladies inflammatoires et autoimmunes.
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Socioeconomic and health benefits

of lactoceuticals

Pierre Lemieuxf, Josée Beaulieu and Eric Simard

The rapid increase of healthcare and medication costs is a growing problem for
industrialized countries. Several factors contribute to this problem and solutions are
imperative to help the situation. In this review, the concept of lactoceuticals is introduced
and why this class of product could have an impact in reducing healthcare and
medication costs is explained. The term ‘lactoceuticals’ is defined and the key players
already involved in this field are presented. This review will also summarize and list
lactoceuticals that have reached a certain market maturity, and innovative lactoceuticals
that will soon appear on the market following the correct clinical investigations and

regulatory homologations.

Expert Rev. Pharmacoeconomics Outcomnes Res. 4(2), 199-206 (2004)

The phenomenon of consistently increasing
healthcare and medication costs is now spread-
ing worldwide — especially to occidental coun-
tries. In the USA and Canada, the spending
levels reached 17% between January 2001 and
2002. This increase is worrying not only to
governmental healthcare systems but also for
private health insurers. Companies offering
collective insurance benefits to their employees
see their premium go up by 15-20% each year.
This increase in costs is mainly due to:

¢ Appearance of new medications on the
market taping unmet needs

* Aging of the population
« Overpresciption of drugs used prophylactically

* Poor diet adversely affecting the health of
the general public

This last point appears to be the easiest to
tackle so it should be a logical starting point to
help with reducing healthcare and medication
costs. A healthy diet and frequent consumption
of fruit and vegetables along with a reduction in
tobacco consumption and early detection are
among the identified methods to help reduce
the costs of healthcare. The Canadian govern-
ment is unanimous to say that efforts to encour-
age the optimal use of medication is made not
only by the pharmaceutical companies and
physicians but also by the consumers.

Therefore, an improved diet and healthy life-
style is desirable. The latter option is easy to put
into practice when considering the concept that
a healthy diet is the key to a long life. Develop-
ment of food that would not only feed but
maintain and/or correct health by having fea-
tures that are desirable is imperative and is
currently gaining in popularity.

Diseases driving healthcare medication costs
& new trends

The most important and worrying health
problems are cancer, obesity and diabetes lead-
ing to cardiovascular condi