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RESUME

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

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

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

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

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

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

Anik Boudreau Claud/e/ Dupont //
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INTRODUCTION

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

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

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

certains aspects spécifiques de la réponse de I’héte.

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

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



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

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

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

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



CHAPITRE 1 : REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

1. Les exopolysaccharides

1.1 Composition chimique

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

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

I’organisme producteur.



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

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

1.2 Caractéristiques fonctionnelles des EPS

1.2.1 Utilités pour la bactérie productrice

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

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



1.2.2 Utilités pour Phomme

1.2.2.1 Utilités industrielles

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

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

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

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

pétrolifére les exploitent également (Ceming 1990).



1.2.2.2 Allégations santé

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

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

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



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

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

Jeevaratnam 2004).

1.2.2.3 Potentiel immunomodulateur des EPS

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

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

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



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

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

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

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

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

1.2.2.3.1 Les B-glucan

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

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



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

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

1992; Nakano, Oka et al. 1996).
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La famille des B-(1,3)-glucans, isolés des champignons et levures, possede un
pouvoir anti-infectieux trés large, probablement grice a ses propriétés
immunomodulatrices (Bleicher et Mackin 1995; Williams, Mueller et al. 1998). Plusieurs
ont démontré que ces polysaccharides se lient aux récepteurs de surface des leucocytes et
qu’ils peuvent ainsi stimuler toute une gamme de réponses immunitaires, incluant la
sécrétion de cytokines (Doita, Rasmussen et al. 1991), la génération de molécules
oxydatives et de NO (Sakurai, Kaise et al. 1997).

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

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

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

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

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

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

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

(Cerning 1990).

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

etal. 1998).
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3. Grains de kéfir

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

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

la fermentation des grains de kéfir d’ailleurs (Simova, Beshkova et al. 2002).
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Des allégations santé sont conférées au kéfir et 2 ses grains depuis des milliers
d’années, surtout en Russie, en Asie et en Europe. Malheureusement, la majorité des
rapports scientifiques sur le kéfir ne sont pas traduits en anglais et sont donc peu connus
de la population occidentale. Il est certain que les recherches sur le sujet se concentrent
encore aujourd’hut dans ces régions du monde, mais le folklore qui entoure cette "boisson
miraculeuse" a également soulevé I'intérét des scientifiques occidentaux, qui
commencent a publier de plus en plus d’évidences scientifiques qui démystifient le kéfir.
Entre autres, I’association entre une équipe de recherche canadienne et argentine a permis
de montrer que I’administration orale a volonté (ad libitum) de différentes concentrations
de kéfir, pasteurisé ou non, module de maniére dose dépendante le tissu lymphoide
associé a la muqueuse intestinale (GALT : Gut Associated Lymphoid Tissu) des souris
BALB/C. Effectivement, le kéfir augmente les taux d’IgA,, mais sans affecter la
morphologie normale du petit intestin, et le kéfir pasteurisé stimule les cytokines des
profils Tyl et Tu2 (Vinderola, Duarte et al. 2005). L’effet adjuvant exercé par le kéfir
sur la stimulation de I'immunité mucosale avait déja été montré chez les rats en 2001 par
une autre équipe de recherche (Thoreux et Schmucker 2001).

Plusieurs études ont démontré que le lait fermenté par des grains de kéfir et les
grains eux-mémes exergaient une action microbicide sur différents genres et souches
bactériens, majoritairement Gram +, dont les cocci, les Staphylococcus, les bacillus
Gram +, Klebsiella pneumoniae, E. coli (43/58 souches), Listeria monocytogenes (28/58
souches), Salmonella typhimurium (10/58 souches), S. enteritidis (22/58 souches), S.
Sfexneri (36/58 souches) et Yersinia enterocolitica (47/58 souches). Cet effet des LAB
sur d’autres bactéries potentiellement pathogénes s’explique entre autres par leur
production de nombreuses substances microbicides énumérées a la fin de la section
1.2.2.2 du chapitre 1, dont les bactériocines. (Serot, Dousset et al. 1990; Cevikbas, Yemni
et al. 1994; Brialy, Rivalland et al. 1995; Garrote, Abraham et al. 2000; Santos, San
Mauro et al. 2003).



Une équipe brésilienne a aussi montré que le kéfir et le kéfiran favorisent la
cicatrisation des plaies cutanées chez les rats (Rodrigues, Caputo et al. 2005). Ils ont de
plus démontré que le kéfir et le kéfiran diminuent le processus inflammatoire qui mene a
’cedéme, lors d’expérimentations ou une ouate imbibée d’agent pro-inflammatoire (ex :
I’histamine) est introduite chez le rat (Rodrigues, Carvalho et al. 2005). Ils ont également
étudié un breuvage appelé le champignon tibétain qui est un peu a I’image du kéfir. En
effet, il est fermenté par des grains composés d’une douzaine de souches bactériennes et
de levures qui vivent en symbiose, encapsulées dans une matrice polysaccharidique qu’ils
sécrétent. Cette boisson exercerait aussi un potentiel anti-inflammatoire dans des essais
similaires 4 ceux effectués avec le kéfir (Diniz, Garla et al. 2003).

Plusieurs études ont également été faites sur le potentiel anti-tumoral du kéfir (lait
fermenté), du kéfiran et des grains de kéfir. Une équipe de recherche japonaise a entre
autres montré I’inhibition des métastases d’un mélanome induit par I’injection de cellules
tumorales B16. Leurs conclusions suggéerent que les micro-organismes du kéfir stimulent
’activité des cellules tueuses naturelles (NK : natural killer), alors que le kéfiran active la
sécrétion de lymphokines par les macrophages stimulés via la stimulation du GALT
(Furukawa, Yokokawa et al. 1993; Furukawa, Matsuoka et al. 2000). De plus, Kubo et
al. ont rapporté que le kéfir inhibe la prolifération du carcinome d’Ehrlich en 1992.
D’autres groupes proposent que les souches bactériennes et/ou le kéfiran stimulent
I’apoptose des cellules tumorales et que c’est ce mécanisme qui permet d’inhiber la
croissance du sarcome 180 chez les souris (Liu, Wang et al. 2002).

D’autres chercheurs ont montré que certains genres bactériens isolés des grains de
kéfir (Streptococcus, Lactobacillus, Leuconostoc) exergaient leurs propriétés
antimutagénes en se liant 2 des composés mutagénes, comme la pyrolysine (un acide
aminé retrouvé fréquemment dans la nourriture) et le 2-nitrofluoréne (Hosono, Tanabe et
al. 1990; Miyamoto, Morita et al. 1991; Yoon, Cho et al. 1999).

Le kéfir pourrait également agir en tant qu’antioxydant. En effet, des souris
exposées au tétrachlorure de carbone, une toxine qui entraine I’oxydation des tissus
hépatiques, ont développé des niveaux rénal et hépatique plus faibles de malondialdéhyde

(dérivé oxydé) lorsqu’elles avaient été gavées au kéfir (Guven et Gulmez 2003).
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3.1 Le kéfiran

Certaines études ont été faites sur le polysaccharide principal isolé des grains de
kéfir, dont la formule détaillée de la sous-unité répétitive, rapportée par Micheli L. et al.,

1999 est présentée a la figure 1.

Dans les années 1980, des japonais ont étudié le potentiel antitumoral du kéfiran,
donné de fagon orale ou ip., et ils ont montré qu’il pouvait réduire la croissance du
carcinome d’Ehrlich, du Sarcome 180 et inhiber la formation de métastases dans le
carcinome du poumon de Lewis, probablement en stimulant une réponse immune
cellulaire (Shiomi, Sasaki et al. 1982; Murofushi, Shiomi et al. 1983; Murofushi,
Mizuguchi et al. 1986; Furukawa, liyama et al. 1992). Effectivement, comme le kéfiran
n’est pas toxique pour les lignées tumorales in vitro, les chercheurs suggeérent que le
kéfiran exerce son action in vivo en rejoignant directement la rate et le thymus, ou
indirectement en stimulant le GALT. La méme équipe de recherche a également marqué
’EPS donné aux souris avec du tritium et a retrouvé lors de I’autopsie le marqueur dans
la majorité des organes murins, ce qui rend possible une action directe du kéfiran sur les
organes lymphoides secondaires. La capacité du kéfiran & moduler une réponse immune
a également été rapportée par Furukawa, Iayama et al. en 1992. Cette méme équipe de
recherche a aussi incubé des plaques de Peyer isolées de souris cancéreuses avec le
kéfiran. Ils ont ensuite incubé des splénocytes et des thymocytes de souris saines avec le
surnageant de cette premiére culture et ont observé que le sumageant stimulait la
prolifération des cellules et augmentait le pouvoir mitogéne du lipopolysaccharide (LPS)
et de la phytohémagglutinine-P (PHA-P) sur ces mémes cellules, ce que le kéfiran seul ne

provoquait pas (Furukawa, Takahashi et al. 1996).

Il a déja été montré par différents groupes de recherches que d’autres
polysaccharides peuvent aussi agir comme agent antitumoral. Par exemple, le
polysaccharide isolé de la plante Lycium barbarum (LBP) exerce un effet antitumoral,
probablement en augmentant le nombre de lymphocytes T CD4" et CD8" qui s’infiltrent

au niveau des tumeurs et les combattent (He, Ying et al. 2005).

L’EPS étudié dans ce projet est produit par une souche pure de Lb. kefiranofaciens

isolée de grains de kéfir.
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Figure 1 : Formule détaillée d’une sous-unité répétitive du kéfiran (Micheli 1999)
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4, Récepteurs qui lient les glucides sur les cellules présentatrices

d’antigéne

Cette section présente des récepteurs susceptibles de reconnaitre I'EPS en

circulation entier ou partiellement dégradé.
4.1 Récepteurs qui lient les opsonines FcyR et CR

Un des roles importants des glucides est d’assurer la reconnaissance du soi et du
non-soi avec des patrons particuliers (McGreal, Martinez-Pomares et al. 2004). Le
systéme immunitaire inné est formé de composantes cellulaires et humorales qui sont
capables de reconnaitre certains patrons conservés présents 4 la surface des micro-
organismes. Les cellules présentatrices d’antigéne (CPA) professionnelles sont les
macrophages, les cellules dendritiques et les lymphocytes B. Les CPA possédent des
récepteurs a leur surface qui doivent faire la différence entre les antigénes du soi et du
non-soi, afin de ne pas induire de réponses auto-immunes. Il y a des récepteurs de CPA
qui reconnaissent des particules ou des micro-organismes opsonisés, c’est-a-dire dont la
surface a été modifiée afin de faciliter la phagocytose par les macrophages ou les
neutrophiles (Taylor, Martinez-Pomares et al. 2005). Les opsonines peuvent étre des
immunoglobulines (Ig) dont la partie Fc est reconnue par des FcyR lorsqu’ils sont liés a
des antigénes, ou une molécule du complément, reconnue par les récepteurs du
complément (CR) lorsqu’ils sont liés a un antigéne (Ehlers 2000; Garcia-Garcia et

Rosales 2002; Hart, Smith et al. 2004)
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4.2 Récepteur reconnaissant des patrons particuliers chez les micro-

organismes

Il y a aussi des récepteurs de CPA qui reconnaissent des molécules non-
opsonisées, comme les PRR (Pattern Recognition Receptor) qui reconnaissent des motifs
précis sur les micro-organismes appelés PAMPs (Pathogen Associated Molecular
Patterns). Les PAMPs sont formés d’une variété de molécules incluant des protéines, des
lipides et des glucides (Janeway 1989). Parmi les PRR, citons les deux familles de
récepteurs les mieux connues, soit les TLR (récepteurs homologues aux Toll) et les CLR
(récepteurs lectines de type C). Une interaction entre un PAMP et un TLR ou un CLR
entraine la maturation de la CPA et sa migration des les ganglions lymphatiques, afin
qu’elle présente aux cellules T I'antigéne dérivé du peptide qu’elle a phagocyté

(McGreal, Miller et al. 2005).
4.2.1 Récepteurs homologues aux Toll (TLR)

Dix TLR ont aujourd’hui été identifiés, dont le TLR2 qui reconnait I’acide
lipotéichoique (LTA) des bactéries Gram + et le TLR4 qui reconnait le LPS, une
composante de la paroi des bactéries Gram -. La liaison entre un TLR et son ligand
entraine le plus souvent ’activation d’une cascade inflammatoire, dii 2 ’activation du
facteur de transcription NF-kB, qui permet au SI inné et adaptatif d’éliminer le micro-
organisme envahissant (Takeda, Kaisho et al. 2003). Les TLRs influencent le
développement de la réponse immunitaire adaptative en activant les CPA qui elles jouent
un role crucial dans I’induction des réponses de type Tul et T2 (Dabbagh et Lewis 2003;
McGreal, Miller et al. 2005).
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4.2.2 Récepteurs lectines de type-C (CLR)

Les lectines regroupent I’ensemble des récepteurs de glucides chez les
mammiféres (McGreal, Martinez-Pomares et al. 2004). Les récepteurs de type C sont une
famille de lectines dont la liaison avec leur ligand dépend de la présence de calcium.
Toute une variété de glycoprotéines endogénes contiennent aussi des résidus mannose et
galactose, donc la simple reconnaissance via un type de résidu est insuffisante, c’est
pourquoi la structure 3D et les autres types d’interactions (ex: hydrogénes) sont
également importantes pour différencier le soi du non-soi. Les récepteurs sont
habituellement oligomérisés, pour augmenter leur affinité envers leurs ligands (Weis,

Crichlow et al. 1991)
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4.2.2.1 Récepteurs transmembranaires de type I

Dans la famille des CLR, il existe différentes classes, dont les récepteurs
transmembranaires de type I, qui possédent plusieurs domaines qui reconnaissent les
glucides (CRD : Carbohydrate Recognition Domain). Toutefois, la majorité de ces CRD
reconnaissent leur ligand indépendamment du calcium et conséquemment, ces ligands ne
sont pas tous des glucides. Il existe évidemment quelques exceptions dont le récepteur
dectin-1, dont les CRD lient les glucides indépendamment du calcium. Chaque CRD est
formé d’environ 150 acides aminés formant une poche hydrophobe qui accueille les
glucides et permet I’intervention du calcium (Vales-Gomez, Reyburn et al. 2000). Ces
récepteurs reconnaissent certains motifs sur les micro-organismes, ils sont donc impliqués
dans la reconnaissance du non soi lors de la réponse immunitaire innée, mais ils
reconnaissent aussi des ligands endogénes. Effectivement, les CLR interviennent dans les
interactions cellule-cellule de la réponse immunitaire, ainsi que dans la tolérance
immunitaire et dans le recyclage des glycoprotéines endogénes produites lors de réponse
immunitaire, ce qui permet a I’organisme de revenir en homéostasie lorsque I’infection
est résolue. Etant donné que les CLR reconnaissent différents types de ligands (exogénes
et endogénes), ils ne doivent pas toujours induire la méme réponse. Donc, la fonction de
chaque récepteur est dépendante (McGreal, Martinez-Pomares et al. 2004, McGreal,
Miller et al. 2005) :

- De la cellule sur laquelle le récepteur est exprimé et du moment auquel il est

exprimé (ex: & quel niveau de différenciation la cellule est-elle rendu?)

- Du niveau d’expression de récepteur

- Du degré de multimérisation des récepteurs

- Du contexte dans lequel I’antigéne est reconnu par le récepteur, 1.e. présence ou

absence de signaux inflammatoires sur d’autres récepteurs (ex: TLR).
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4.2.2.1.1 Récepteur du mannose (MR)

Le récepteur du mannose reconnait des glucides sulfatés sur des glycoprotéines
endogénes via son domaine N-terminal riche en cystéines, un domaine indépendant du
CRD (Fiete, Beranek et al. 1998). Donc le MR peut reconnaitre a la fois des
glycoprotéines endogénes et des motifs glucidiques sur un micro-organisme. 1l reconnait
des ligands qui portent des résidus mannoses terminaux, par exemple les mannanes des
levures et des parois bactériennes, ou des résidus fucoses et N-acétylglucosamines
terminaux, et non a I’intérieur de la molécule. Le MR est exprimé sur les macrophages,
les cellules dendritiques (CD) et les cellules endothéliales (McGreal, Miller et al. 2005),
mais pas sur les neutrophiles et les monocytes (Janeway, Travers et al. 2001). Son
expression est augmentée par I'IL-4, I'IL-10, I'IL-13 et la prostaglandine E (PGE), et
diminuée par I’interféron-y (IFN-y) et le LPS. La liaison du MR avec son ligand active la
production d’IL-1B, d’IL-6, de GM-CSF, de TNF-a. et d’IL-12 (Aderem et Underhill
1999). Le complexe MR/ligand est internalisé et dirigé dans la voie endocytique ou le
ligand est digéré pour étre présenté via le complexe majeur d’histocompatibilité Il (CMH-
I) ou par le CD1, un CMH-I non classique qui présente des glycolipides, des
lipoprotéines ou des lipides. Le MR est rapidement recyclé a la surface cellulaire. Il peut
aussi étre clivé et se retrouvé alors sous forme soluble. Toutefois, le réle majeur du MR
semble davantage ciblé au niveau du recyclage des glycoprotéines endogénes libérées lors
de la réaction inflammatoire, comme les hydrolases lysosomiales (Stahl, Rodman et al.
1978), I’activateur tissulaire du plasminogéne (Smedsrod, Einarsson et al. 1988) et la
myéloperoxydase (MPO) dérivée des neutrophiles (Shepherd et Hoidal 1990). Le MR est
donc essentiel pour assurer I’homéostasie de la réponse inflammatoire en internalisant et
en dégradant ces molécules, ce qui protége ’hdte contre une autodestruction. (McGreal,

Martinez-Pomares et al. 2004).
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4.2.2.1.2 Récepteur Dectin-1

Le dectin-1 est présent a la surface des monocytes, des macrophages et des
neutrophiles. Son expression est activée par I'IL-4 et I’IL-13. Le dectin-1 est un
récepteur de type II unique, car il posséde des motifs de tyrosine qui activent le SI
(ITAM : ImmunoTyrosine Activatory Motif) dans sa queue cytoplasmique. Les ITAM
interagissent avec TRL2, qui initie alors une cascade d’activation intracellulaire qui mene
a la production de médiateurs pro-inflammatoires comme le TNF-o et I'IL-1. Les motifs
ITAMs sont également nécessaires, indépendamment de TLR2, pour induire les
réarrangements du cytosquelette qui permettent la phagocytose du complexe dectin-
1/ligand. Ce récepteur reconnait les liaisons B-1,3 et B-1,6 dans les polyméres de glucose
(glucan), des types de liaison surtout retrouvés chez les champignons (Brown et Gordon
2001), mais également dans I"’EPS produit par INIX (B-1,6). Lorsque le dectin-1 lie des
petits ligands, par exemple le laminarin, le récepteur est recyclé a la surface cellulaire,
mais lorsqu’il lie des ligands plus volumineux, par exemple le zymosan, son expression a
la surface est diminuée. On ne connait pas encore le mécanisme qui entraine cette
diminution (East et Isacke 2002). Le dectin-1 interagit aussi avec des ligands endogenes.
Il peut lier un ligand, jusqu’ici inconnu, sur les lymphocytes T activés et stimuler leur

prolifération lors d’une 2° rencontre avec I’antigéne (Ariizumi, Shen et al. 2000).

4.2.2.1.3 Récepteur Dectin-2

Ce récepteur est exprimé sur certaines populations cellulaires seulement, soit les
macrophages, les cellules de Langerhans et les CD retrouvés dans la rate, les ganglions
lymphatiques et le thymus (Ariizumi, Shen et al. 2000). Le dectin-2 pourrait lier des
résidus mannoses retrouvés autant sur les micro-organismes que sur les cellules T

régulatrices CD4" CD25" (Aragane, Maeda et al. 2003)
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4.2.2.14 Récepteur Langerin (CD207)

Ce récepteur, nommé également CD207, est lui aussi exprimé sur une gamme de
cellules restreintes, soit les cellules de Langerhans et les CD de la rate et des ganglions
lymphatiques. Il reconnait préférentiellement les résidus mannoses, fucoses et N-
acétylglucosamines, autant sur des molécules endogénes qu’exogenes. Le complexe
ligand/langerin est rapidement internalisé, mais il n’est pas dirig¢é dans la voie
lysosomiale et donc les ligands ne sont pas présentés sur le CMH-II. Le complexe est
dirigé dans un compartiment spécifique aux cellules de Langerhans dont on ne connait

pas encore trés bien la fonction : les granules Birbeck (Valladeau, Ravel et al. 2000).
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s. Le systéme immunitaire (SI)

Le SI est le systétme de défense de I’organisme. 1I se divise en deux, soit le SI
inné et le SI acquis ou adaptatif. Le role du SI inné est de reconnaitre et d’éliminer les
micro-organismes nocifs et les macromolécules nuisibles. Les cellules effectrices de ce
systéme sont les macrophages, les neutrophiles, les éosinophiles et les cellules tueuses
naturelles (NK). Celles-ci réagissent rapidement (quelques minutes), en reconnaissant
des patrons communs 4 de nombreux micro-organismes, qui ont été conservés au cours de
I’évolution (PAMPs). Toutefois, le fait de réagir seulement a des structures
prédéterminées limite la diversité des ligands reconnus par ces récepteurs, appelés PRR.
Pour compenser cette lacune, le SI inné interagit avec le SI acquit qui lui agit beaucoup
plus lentement (plusieurs heures ou jours), mais reconnait une diversité trés étendue
d’épitopes protéiques, en plus de conserver une mémoire immunologique qui lui permet
de réagir plus rapidement lors d’une deuxiéme rencontre du déterminant antigénique. Les
cellules effectrices du SI acquis sont les lymphocytes B et T, dont les récepteurs
spécifiques a4 I’antigéne sont uniques et non prédéterminés, car ils résultent d’une
recombinaison génétique efficace entre plusieurs génes (Janeway, Travers et al. 2001;
Smith, Ochsenbauer-Jambor et al. 2005).

Toutes les cellules immunitaires sont issues d’une méme cellule souche myéloide
de la moelle osseuse, dont la réplication et la différenciation sont dirigées par différents

facteurs de croissance. La figure 2 présente un résumé de ce processus.
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Figure 2 : Différenciation d’une cellule souche myéloide de la moelle osseuse
http://www.biology.arizona.edu/immunology/tutorials/immunology/02t.html
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5.1 Les macrophages intestinaux

Les monocytes recrutés par la lamina propria acquiérent un phénotype différent
des autres macrophages résidents dans les tissus. En effet, ils n’expriment pas de
récepteurs aux LPS, IgA, IgG, CR3, CR4, LFA-1 (intégrine), aux facteurs de croissance
IL-2, IL-3, aux chémokines CCRS, CXCR4 et aux ligands chémo-attractants f-Met-Leu-
Phe et C5a (Li, Meng et al. 1999; Meng, Sellers et al. 2000; Smythies, Sellers et al. 2005).
L’absence de ces récepteurs a la surface des macrophages intestinaux entraine des
changements fonctionnels importants. Par exemple, parce qu’ils n’expriment pas les
récepteurs CD14 et CD89, ces macrophages ne peuvent répondre ni au LPS, ni aux IgA.
Cela constitue en réalité une particularité intéressante du fait que ces cellules résident
dans un environnement trés riche en LPS et en IgA. L’absence de réponse a ces deux
facteurs de stimulation implique que la synthése de cytokines pro-inflammatoires (IL-1,
IL-6, TNF-o.) normalement exprimées suite & une telle stimulation n’a pas lieu. Cela
évite donc que la muqueuse intestinale soit continuellement inflammée, méme si elle est
en contact constant avec des éléments du non-soi, comme la nourriture et les MO. Dong,
ni la phagocytose, ni le contact avec des facteurs de stimulation solubles n’induisent
Iinitiation du processus inflammatoire chez les macrophages intestinaux, contrairement
aux macrophages résidents dans d’autres tissus (Smith, Smythies et al. 2001; Smythies,
Sellers et al. 2005). L’anergie inflammatoire acquise par les macrophages intestinaux
normaux implique également I’absence de synthése de cytokines co-stimulatrices, telles
IL-1, IL-10 et IL-12, qui stimulent les lymphocytes T auxiliaires. Les cellules
dendritiques intestinales, localisées également dans la lamina propria, agissent donc en
tant que principales cellules présentatrices d’antigénes dans la muqueuse intestinale

(Kelsall, Leon et al. 2005).
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En tant qu'effecteur cellulaire principal du tractus gastro-intestinal, les
macrophages intestinaux jouent un réle fondamental dans la défense de I’héte tant au
niveau de la reconnaissance et de la phagocytose que de I’élimination des micro-
organismes (Smith, Ochsenbauer-Jambor et al. 2005). IIs expriment entre autres & leur
surface une famille de récepteurs hautement conservés appelés TLR (Toll Like Receptor),
des récepteurs homologues a la famille des protéines Toll chez la drosophile. La liaison
de ces protéines transmembranaires avec leurs ligands méne i I’activation des génes
impliqués dans I’immunité innée (Aderem et Ulevitch 2000; Means, Golenbock et al.
2000). Les macrophages intestinaux restent également des phagocytes extrémement
efficaces, tant au niveau de I’ingestion de micro-organismes, de matériels inertes et de
cellules apoptotiques que de 1’élimination intracellulaire de ces débris (Smythies, Sellers

et al. 2005).
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5.2 Différenciation des lymphocytes T CD4"* (Tql vs Ty2)

C’est lors de I’expansion clonale qui suit la premiére rencontre avec I’antigéne que
la décision de la voie de différenciation est prise, soit Tyl ou Ty2. Les cellules T CD4*
naives rencontrent d’abord leur antigéne, le plus fréquemment présenté sur le CMH-II
d’une CD. Cette rencontre stimule I’expression de I’IL-2 et de son récepteur de haute
affinité, ce qui méne a Pactivation et a la prolifération de la cellule T, ainsi qu’a sa
différenciation en TyO effectrice immature. Les éléments qui déterminent ensuite la voie
de différenciation des cellules CD4" ne sont pas encore tous connus, mais il a été
démontré que les éléments suivants du contexte immunologique jouaient un réle
important : les cytokines présentes, la force et la qualité des molécules de co-stimulation
impliquées dans I’induction de la réponse et finalement, Iintensité et la nature du
complexe TCR / peptide-CMH-II (Leitenberg et Bottomly 1999; Noble, Thomas et al.
2001; Schaeffer, Yap et al. 2001).

De tous ces facteurs, les cytokines semblent exercer le rdle le plus important,
surtout I’IL-12 et I'IL-4, qui détermine respectivement la différenciation des cellules TuO
en Tyl et Tu2. Les autres facteurs semblent surtout impliqués dans le processus qui
ménera 4 la sécrétion d’une cytokine plutdt qu’une autre. Les cellules Tyl et Ty2 ne sont
pas des phénotypes pré-engagés, mais plutét la finalité d’un processus de différenciation
incluant de nombreuses étapes (Murphy, Ouyang et al. 2000; Romagnani 2004). La
décision de se différencier en cellule CD4* Tyl et non en Tu2 se prend plus tt au cours
du processus, donc les cytokines sécrétées par les cellules impliquées dans 1’immunité
innée sont primordiales dans I’ orientation de la réponse (Janeway, Travers et al. 2001).

Il est également essentiel de faire ressortir les roles antagonistes que jouent les
cellules Tyl et T2, dont les actions s’inhibent réciproquement (Janeway, Travers et al.
2001). Effectivement, I'IFN-y sécrété par les cellules Tyl inhibe la différenciation des
cellules T naives en cellules Ty2 et I'IL-4 sécrétée par les cellules Ty2 exerce la méme
action, mais 4 I’inverse. De concert avec I'IL-10 et I'IL-13, I'IL-4 inhibe en plus la
sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, ainsi que I’activation du potentiel microbicide
des macrophages. C’est pourquoi dans tout organisme en homéostasie, ces deux profils

coexistent en se maintenant mutuellement en équilibre (Finkelman et Urban 2001).
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Lorsqu’un débalancement survient entre les profils Tyl et TH2, cela entraine
différents problémes, peu importe le sens du déséquilibre. Par exemple, un excés de
cellules Tyl peut étre responsable de certaines maladies auto-immunes comme les
scléroses multiples ou I’arthrite thumatoide, tandis qu’un exceés de cellules T2 méne a
des maladies comme I’asthme et certaines allergies atopiques (Lucey, Clerici et al. 1996;
Romagnani 2000).

L’acétylation des histones autour desquelles I’ADN est enroulé est une étape
préalable a la transcription d’un géne. Il a été démontré que les lymphocytes T CD4" Tyl
et T2 ont des patrons d’acétylation différents. Toutefois, ces patrons peuvent changer si
I’environnement change ; une cellule effectrice Tyl peut se différencier en cellule Ty2 si
elle est stimulée par des cytokines qui stimulent ce profil et inversement. Les cellules
CD4" ont donc une mémoire, maintenue entre autres par les patrons d’acétylation des

histones, mais celle-ci est flexible (Messi, Giacchetto et al. 2003).
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5.2.1 Les lymphocytes T CD4" Tyl

La production de cellules T CD4" Tyl méne & une immunité de type cellulaire.
Effectivement les cellules T CD4" Ty1 ont pour principales fonctions I’activation de I’ état
microbicide des macrophages, I’expansion clonale des lymphocytes T cytotoxiques CD8"
effecteurs (CTL), I'induction de la sécrétion d’IgG et la sécrétion de cytokines et de
chimiokines qui attirent les cellules au site d’infection. L’activation du profil Tyl est
également accompagnée de I’activation des cellules NK (Jankovic, Liu et al. 2001).

Pour étre activés, les macrophages ont besoin de deux signaux: I’'IFN-y, une
cytokine sécrétée par les cellules T CD4" Tyl, T CD8" et NK, et la liaison de leur CD40
au CD40 ligand (CD154) d’une autre cellule, comme les cellules T CD4* Tyl ou Ty2.
Toutefots, les cellules Ty2 sont inefficaces pour activer les macrophages, étant donné
qu’elles ne sécrétent pas d’IFN-y et qu’en plus, elles sécrétent de 'IL-4, de I’'TL-10 et du
TGF-B, des cytokines qui inactivent les macrophages. Elles ne peuvent que préparer les
macrophages a répondre a I'IFN-y grice a leur CD40 ligand (Janeway, Travers et al.
2001).

Les macrophages activés sont trés efficaces dans I’élimination des micro-
organismes intracellulaires, mais cette destruction ne peut avoir lieu sans lésions
tissulaires. C’est pourquoi il est essentiel que I’activité des macrophages soit finement
régulée, entre autres par la sécrétion contrdlée d’IFN-y, libéré par les cellules Tyl. L’IL-
12 est une des cytokines agissant comme agents effecteurs des macrophages activés dans
les réponses de type cellulaire. Elle induit la différenciation des cellules T CD4" naives
en cellules T CD4" Tyl effectrices (Janeway, Travers et al. 2001).

Les cytokines qui caractérisent le profil de sécrétion des cellules Tyl par rapport
au profil T2 sont le TNF-B, I'IL-2 et I'IFN-y. Une étape cruciale dans I’établissement de
ce profil est I’induction et I’expression soutenue du facteur de transcription T-bet,
impliqué entre autres dans le remodelage des portions de chromatine exprimées dans les
cellules Tul, dont les alléles codant I'TFN-y et I'IL-12RB2 (Rengarajan, Szabo et al. 2000;
Mullen, High et al. 2001).
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5.2.2 Les lymphocytes T CD4" Ty2

La production de cellules T CD4" Ty2 méne & une immunité de type humoral. En
effet, les cellules T CD4" T2, appelées aussi lymphocytes T auxiliaires, ont pour
principale fonction I’activation des lymphocytes B qui méne a leur différenciation en
plasmocytes, des cellules productrices d’anticorps, dont les IgE. Cette classe d’anticorps
stimule la croissance et la différenciation des mastocytes et des éosinophiles, des cellules
immunitaires qui sont donc également activées par le biais des cellules Ty;2.

La majorité des cytokines sécrétées par les cellules Ty2 sont soient impliquées
dans la prolifération et la différenciation des lymphocytes B (IL-4, IL-5, IL-6), soient
dans I'inactivation des macrophages (IL-4, IL-10, TGF-B). L’IL-4 est une des principales
cytokines qui mene a la différenciation des cellules Ty2. Elle peut étre sécrétée par les
cellules T tueuses naturelles (NKT), les basophiles, les mastocytes et d’autres cellules
Tu2 (Karulin, Hesse et al. 2002). Une étape cruciale dans I’établissement du profil T2
est I'induction et I’expression soutenue du facteur de transcription GATA3, impliqué
entre autres dans le remodelage des portions de chromatine exprimées dans ces cellules

(Rengarajan, Szabo et al. 2000).
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53 L’organisation structurale et fonctionnelle du SI

Le SI est composé d’organes lymphoides centraux ou primaires, la moelle osseuse
et le thymus, ol sont générés les cellules immunitaires. Le SI comprend aussi des
organes lymphoides périphériques ou secondaires, ou se développent les réponses
immunes, soit la rate, les ganglions lymphatiques et les tissus lymphoides associés aux
muqueuses, comme les amygdales, les plaques de Peyer et I’appendice (Janeway, Travers
et al. 2001).

Les lymphocytes B et T qui sortent de la moelle osseuse et du thymus sont
différenciés, mais ils sont qualifiés de naifs, car ils n’ont pas encore rencontré leur
antigéne. Ils retournent dans la circulation sanguine par les vaisseaux lymphatiques qui
drainent les organes lymphoides (ou directement dans le sang dans le cas de la rate).
Lorsqu’ils rencontrent leur antigéne, ils restent dans I’organe lymphoide o ils proliférent
et se différencient en cellules effectrices. Les antigénes leur sont présentés par les
macrophages et les CD qui les ont capturés au site infectieux (Janeway, Travers et al.
2001).

Les organes lymphoides foumissent une matrice dynamique qui permet
I’établissement de zones distinctes, chacune définie par un microenvironnement
caractéristique, souvent une une zone B, une zone T et une zone riche en CD. Cette
subdivision permet une interaction séquentielle efficace entre I’antigéne et les différentes
sous populations lymphoides et non-lymphoides. Toute perturbation dans I’architecture

entraine une réaction immune inappropriée (Pabst, Herbrand et al. 2004).
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5.3.1 La rate

La rate est un organe situé derriére I’estomac composée majoritairement de pulpe
rouge, dans laquelle sont disséminés des flots de pulpe blanche (follicule). La pulpe
rouge est un site de destruction des globules rouges, tandis que la pulpe blanche est
composée de tissu lymphoide, qui entoure les artérioles centrales qui pénétrent dans la
rate. Les antigénes et les lymphocytes entrent dans la rate via la circulation sanguine,
Les lymphocytes T se concentrent surtout autour de I’artériole centrale et ils sont entourés
de zones riches en lymphocytes B, qui contiennent parfois un centre germinatif, i.e. site
d’expansion clonale d’une cellule B qui a reconnu son antigéne. Les follicules contenant
des centres germinatifs ont également une zone appelée corona ou zone du manteau,
composée de cellules B qui ne prennent pas part a la réponse immune. La zone
marginale, dont la fonction est encore mal définie, est située a la frontiére de la pulpe
blanche et rouge et se compose de lymphocytes B qui ne retournent pas en circulation.
La zone T, appelée aussi la gaine lymphoide périartériolaire (PALS), contient également

des CD qui présentent les antigénes aux lymphocytes (Janeway, Travers et al. 2001).
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53.2 Le SI du tractus gastro-intestinal

L’épithélium de la muqueuse du tractus intestinal est constamment exposé & une
multitude de micro-organismes pathogénes potentiels, face auxquels il doit fournir une
barriére efficace. Pour ce faire, le tractus est tout d’abord recouvert d’un épithélium
prismatique, dont les cellules, les entérocytes, sont reliées par des jonctions serrées, qui
permettent le passage de I’eau et des ions, mais qui constitue une barriére mécanique pour
les macromolécules (Bjamason, MacPherson et al. 1995). De plus, des sécrétions locales
d’IgA sécrétoires (IgA,), de mucus et de glycocalyx recouvrent I’épithélium (Kett,
Baklien et al. 1995; Maury, Nicoletti et al. 1995). Finalement, la présence d’enzymes
hydrolases liées a4 la membrane intestinale rend cet environnement hautement
hydrolytique (Semenza 1986). L’ensemble de ces moyens empéche le contact direct
entre I’épithélium et les micro-organismes. Toutefois, il est également possible de
transporter certains antigénes et micro-organismes a travers la muqueuse, afin qu’ils
soient présentés au SI intestinal et qu’une réponse immune soit induite (Neutra, Pringault
et al. 1996). Effectivement, les cellules M, les CD et les cellules épithéliales peuvent
transporter des antigénes du lumen intestinal au tissu lymphoide sous-jacent qui est
dispersé dans un stroma lache, afin de maintenir un bassin de lymphocytes diversifiés
(Chehade et Mayer 2005).

Tout d’abord, les cellules M (pour Microfold) sont spécialisées dans le transport
de macromolécules non solubles, & moins qu’elles possédent un récepteur spécifique a un
antigéne soluble (Sicinski, Rowinski et al. 1990; Chehade et Mayer 2005). Elles sont
surtout localisées au niveau de I’épithélium associé aux follicules (FAE) qui font partie
des plaques de Peyer qui composent le GALT (Allan et Trier 1991; Hein 1999; Neutra,
Mantis et al. 2001). En plus d’abriter les cellules M, les FAE se distinguent de
Iépithélium de la muqueuse intestinale de par leur faible production de mucus, de
défensines, de lysozyme et d’enzymes de la bordure en brosse (Owen et Bhalla 1983;
Giannasca, Giannasca et al. 1994). Les cellules M différent des entérocytes de par leur
bordure en brosse faiblement organisée et formée de minuscules microvillosités
irréguliéres et par ’absence de glycocalyx. Elles internalisent les antigénes et les micro-

organismes présents dans le lumen intestinal, soit par phagocytose, soit par endocytose au
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niveau de leur membrane apicale, et les libérent par exocytose dans le tissu lymphoide
sous-jacent, au niveau de leurs membranes basolatérales (Man, Prieto-Garcia et al. 2004).
Des CD intemalisent alors I’antigéne et le présente aux lymphocytes B du follicule sous-
jacent (Shreedhar, Kelsall et al. 2003). La surface basolatérale des cellules M est
profondément invaginée. Cette "poche" abrite une grande variété de lymphocytes
provenant du tissu lymphoide sous-jacent, ce qui facilite le contact entre les antigénes et
les cellules immunitaires spécialisées (Regoli, Bertelli et al. 1995; Neutra 1998).

Les cellules M ne sont pas seules pour effectuer le transport des macromolécules a
travers la muqueuse intestinale. Il a en effet été¢ démontré in vitro que les cellules
dendritiques (CD) peuvent insérer leurs dendrites Jusque dans le lumen, ou ils
internalisent directement les macromolécules, en ouvrant les jonctions serrées des cellules
épithéliales (Rescigno, Rotta et al. 2001). Ce processus est possible parce que les CD,
situées entre les plaques de Peyer ainsi que tout le long de I’épithélium intestinal dans la
lamina propria, expriment les protéines qui forment les Jonctions serrées, ce qui assure le
maintien de I’intégrité de la barriére intestinale (Kelsall et Strober 1996; Rued! et Hubele
1997; Iwasaki et Kelsall 2000; Rescigno, Urbano et al. 2001). Toutefois, le manque
d’évidence in vivo confirmant que les micro-organismes et les antigénes internalisés dans
le dendrite sont ensuite présentés aux lymphocytes naifs sous-jacents 4 I’épithélium laisse
croire que ce sont réellement les cellules M qui jouent le role de transporteurs majeurs des
composés bioactifs du lumen au tissu lymphoide (Wang, Hone et al. 2003).

Finalement, les entérocytes internalisent également certains antigénes. Les
protéines qui ont échappé a la protéolyse dans le lumen intestinal sont endocytées par les
entérocytes et transportées dans des vésicules qui fusionnent avec des lysosomes pour
former des phagolysosomes. Les molécules toujours intactes aprés leur passage dans le
phagolysosome sont exocytées dans I’espace extracellulaire de la membrane intestinale

(Walker et Isselbacher 1974).
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5.3.2.1 Les plaques de Peyer

Les plaques de Peyer sont des structures lymphoides organisées distribuées le long
de I'intestin gréle et du rectum, mais dont la concentration la plus élevée est retrouvée au
niveau de I'iléum. Elles sont constituées d’un centre germinatif, composé de
lymphocytes B qui sont entourés par un nombre inférieur de lymphocytes T. Suite & un
signal approprié, comme la rencontre d’un antigéne, les lymphocytes B migrent dans les
ganglions lymphatiques mésentériques oul ils subissent une maturation en précurseurs de
plasmocytes. Ces précurseurs retournent dans la Jamina propria intestinale ou ils se
différencient en plasmocytes matures qui sécrétent des IgA dimériques (Roux,

McWilliams et al. 1981).
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54 Les cytokines

Les cytokines sont des médiateurs chimiques de nature glycoprotéique, sécrétées
en cascade par les cellules immunitaires (le plus souvent), suite & un stimulus. Elles
peuvent modifier le comportement ou les propriétés de la cellule sécrétrice (autocrine) ou
celui des cellules avoisinantes (paracrine). Elles agissent rapidement et a de trés faibles
concentrations sur leur cellule cible (Townsend et McKenzie 2000). La majorité des

cytokines sécrétées par les lymphocytes portent le nom d’interleukines (IL).

54.1 L’IL-1

1l existe deux formes d’IL-1, soit I’IL-o et I’'IL-B, qui sont toutes deux codées sur
le chromosome 1 humain. Malgré le fait qu’elles n’ont que 26% d’homologie, elles
exercent un rble semblable, en agissant via le méme récepteur (Furutani, Notake et al.

1986).

Les deux formes de I’IL-1 sont pro-inflammatoires et Jouent un rdle central dans
I'tmmunité innée, dil & leur large spectre d’action (Dinarello 2000). Elles sont produites,
tout comme I’IL-18, sous la forme d’une molécule inactive de 33 kDa, qui doit étre clivée
par la caspase I, aussi appelée ICE (IL-/ P-converting Enzyme), avant d’étre sécrétée sous
leur forme active de 17 kDa par les monocytes et les macrophages activés (Giri,
Lomedico et al. 1985; Miura, Zhu et al. 1993). La sécrétion d’IL-1 peut étre induite par
de nombreuses substances microbiennes, dont le LPS, mais aussi par des lésions
tissulaires, des infections ou encore par la présence d’antigénes étrangers. Cette cytokine
stimule les lymphocytes B et T, mais également plusieurs autres cellules qui
n’appartiennent pas au SI, et elle initie la sécrétion de plusieurs cytokines, dont I’IL-2,
I'IL-3, L’IL-4, L’IL-6, et I’IL-8 (Werman, Werman-Venkert et al. 2004). C’est un
pyrogéne qui provoque la phase aigué de la réaction inflammatoire en induisant la
syntheése des protéines hépatiques de I’inflammation, la production d’ACTH et la fievre
(Dinarello 1996). Elle est considérée comme une cytokine précoce, car elle est

habituellement sécrétée dans les six a seize heures suivant la stimulation cellulaire.
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54.2 L’IL-4

Cette cytokine, aussi appelée facteur stimulant la croissance des cellules B
(BSF1), stimule la prolifération et la différenciation des lymphocytes B en plasmocytes
sécrétant entre des IgE (Murphy, Ouyang et al. 2000). Elle augmente également le
nombre de molécules du CMH II sur les lymphocytes B et les macrophages (Yokota,
Otsuka et al. 1986). L’IL-4 stimule également I’activation et la prolifération des
lymphocytes T, ainsi que leur différenciation en cellules Ty2, dans une action conjointe
avec I'[L-10. Carvalho et al. ont aussi démontré que la réponse des cellules T CD8"
dépend de la présence d’IL-4 (Carvalho, Sano et al. 2002).

C’est une glycoprotéine composée de 129 acides aminés ayant un poids
moléculaire de 18 kDa. Elle est sécrétée par les lymphocytes T CD4* T2 de fagon
précoce, c’est-a-dire peu de temps aprés la stimulation du TCR des cellules T naives, la
premiére étape qui meéne a la différenciation en cellule effectrice Ty1 ou Ty2 (Fields, Kim
et al. 2002). L’IL-4 est également sécrétée par d’autres types cellulaires, comme les
basophiles, les mastocytes et les éosinophiles (Kelly-Welch, Hanson et al. 2005).

L’IL-4 peut étre considérée comme une cytokine anti-inflammatoire, car elle
inhibe la synthése d’IL-1, d’IL-6, du TNF-a et de I'ITFN-y, toutes des cytokines pro-
inflammatoires (Finkelman et Urban 2001). Son expression peut étre inhibée par 'TIFN-y,
une cytokine qui induit entre autres I’expression de SOCS1, qui empéche le transducteur
de signal et activateur de la transcription STAT6 d’effectuer sa fonction, soit I’induction
de la transcription d’IL-4 (Dickensheets, Venkataraman et al. 1999). Le récepteur de
I’'IL-4 est composé d’une chaine o qui permet une liaison de haute affinité avec I'IL-4 et
d’une chaine y qui interagit avec le complexe IL-4 / IL-4Ra (Nelms, Huang et al. 1998).
L’hétérodimérisation du récepteur entraine en effet ’activation de tyrosines kinases de la
famille Janus (Jak1 et Jak3), qui méne a ’activation de STATS, le facteur de transcription
qui se lie au promoteur de I'IL-4 pour en stimuler I’expression (Kelly-Welch, Hanson et
al. 2003). Dans les cellules Ty2, I'IL-4 active également STAT6 et agit ainsi comme

rétro-activateur de sa propre transcription (Wurster, Tanaka et al. 2000).
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L’IL-4 et I'TFN-y sont deux cytokines antagonistes, car elles sont respectivement
sécrétées par deux types cellulaires qui ont des actions opposées, soit les cellules T2 et
Tul. Au niveau moléculaire, cela s’explique par le fait que malgré qu’elles soient situées
sur des chromosomes distincts (11 et 10 chez la souris), leurs expressions sont intimement
reliées. [En effet, le promoteur de I'IFN-y interagit avec la région qui contrle
Pexpression des locus (LCR) des génes codant pour I'lL-4, I'IL-5 et I'IL-13, des
cytokines qui sont toutes exprimées par les cellules Ty2. Ces trois demiéres cytokines
montrent un exemple d’interaction intrachromosomique, et ce malgré le fait que leurs
genes soient étalés sur plus de 120 kb, car ils sont juxtaposés grice 4 la conformation de
la chromatine (Spilianakis, Lalioti et al. 2005). L’IL-4 peut méme contrebalancer
I'influence de I'IL-12 et empécher la différenciation des cellules Tyl productrices d’IFN-

¥ (Nishikomori, Ehrhardt et al. 2000).
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543 L’TL-10

L’existence d’une cytokine inhibitrice, appelé I'IL-10 a été décrite en 1991 par
Vieira et al. et localisée I’année suivante au locus 1q31 et 1q32 du chromosome humain 1
(Kim, Brannan et al. 1992). C’est un homodimére de 35 kDa, dont les sous-unités ne sont
pas liées par un pont disulfure. Elle commence habituellement a étre sécrétée dans les
seize a vingt-quatre heures qui suivent la stimulation cellulaire. Sa liaison avec son
récepteur stimule, comme plusieurs des autres cytokines décrites dans ce mémoire la voie

de signalisation intracellulaire Jak/STAT (Wehinger, Gouilleux et al. 1996)

Cette cytokine est majoritairement produite par plusieurs cellules dont, les
lymphocytes T CD4" Tw2, les lymphocytes B, les mastocytes, les éosinophiles, les
monocytes, les macrophages, les kératinocytes et plusieurs cellules tumorales (Sher,
Fiorentino et al. 1991; Howard, O'Garra et al. 1992; Eskdale, McNicholl et al. 1998).

L’IL-10 peut exercer plusieurs actions diversifiées, dépendamment du
microenvironnement et du type cellulaire sur lequel elle agit (Lalani, Bhol et al. 1997).
L’IL-10 joue un réle majeur dans la suppression de I’inflammation. Elle empéche la
prolifération des lymphocytes T en inhibant la production d’IL-2, et I’activation des CPA,
en diminuant I’expression des molécules du CMH-II et les molécules co-stimulatrices &
leur surface (de Waal Malefyt, Yssel et al. 1993). De plus, 'IL-10 empéche I’expression
de I’oxyde nitrique synthase, une enzyme responsable de la production d’oxyde nitrique
(NO), un médiateur de I’inflammation (Liew 1993). L’IL-10 inhibe également 4 la
flambée oxydative des macrophages et la production de cytokines inflammatoires, dont le
TNF-a., I'IL-1, 'IL-6 et 'IFN-y (Bogdan, Vodovotz et al. 1991; Meng, Sawamura et al.
1998). Finalement, comme I'IL-10 est sécrété par les cellules Ty2, il est logique qu’elle
nuise au développement des cellules Tyl. Effectivement, comme mentionnée
précédemment, elle nuit & P'activation des CPA, et empéche donc la sécrétion des

cytokines activatrices de la voie de différenciation Tyl, tel 'TL-12 et I’TL-18.
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54.4 L’IL-12

L’IL-12, aussi appelée le facteur stimulant les cellules NK (NKSF), est une
cytokine clé du SI inné. Elle peut étre sécrétée suite 4 une exposition a des produits
microbiens comme le LPS, dans les six 4 seize heures suivant Pexposition. Elle est
surtout sécrétée par les CPA activées, soit les macrophages, les CD et les lymphocytes B,
suite & leur stimulation, en présence d’IFN-y ou d’IL-1, par des produits microbiens ou
une interaction CD40-CD40 ligand avec une cellule T (Wolf, Temple et al. 1991; Gately,
Renzetti et al. 1998). Ferlazzo, Pack et al. (2004) ont montré que I'IL-12, sécrétée par les
CD activées dans les ganglions lymphatiques, stimulait la production d’IFN-y par les
cellules NK (Ferlazzo, Pack et al. 2004). D’autre part, elle induit la différenciation des
lymphocytes T CD4" naifs en cellules effectrices Tyl (Pesu, Muul et al. 2006). L’IL-12,
comme plusieurs autres cytokines, initie donc une boucle de rétro activation, car en
stimulant la production d’IFN-y par les cellules NK et Tyl , elle active par le biais de cette
cytokine les cellules méme qui I’ont synthétisé, soit les macrophages.

L’IL-12 fait le pont entre la résistance innée et I’immunité adaptative.
Effectivement, elle initie I'immunité cellulaire en stimulant la production d’IFN-y par les
cellules NK, T CD4" Tyl et T CD8", ce qui favorise une réponse Ty, tout en inhibant la
réponse Ty2, associée 4 I'immunité adaptative. En effet, la production d’IFN-y, stimulée
par I'IL-12, inhibe la sécrétion d’IL-4, ce qui diminue la prolifération des cellules Ty2 et
’expression des molécules du CMH-II chez les lymphocytes B, deux processus stimulés
par 'lL-4. De plus, elle favorise la prolifération et I’activation des lymphocytes T
cytotoxiques (CTL) et des lymphocytes tueurs activés (LAK), associés au SI inné (Wang,

Lietal 1998). L’IL-12 est donc généralement une cytokine pro-inflammatoire.
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L’IL-12 posséde une activité biologique trés puissante; elle peut exercer son
action sur les cellules T et les cellules NK a des concentrations inférieures aux picomoles,
grace a son récepteur de haute affinité composé de 2 sous-unités, soit I’'IL-12RP1 et I'IL-
12RB2 (Wolf, Temple et al. 1991). L'IL-12RP1 est présent autant sur les cellules Tyl
que Tu2, tandis que I'IL-12RB2 est présente seulement a la surface des cellules Tyl.
Cette expression étroitement contrdlée de la sous-unité IL-12RB2 est importante, étant
donnée que c’est la liaison de I’IL-12 avec cette sous-unité qui induit la transduction du
signal intracellulaire qui méne & I’activation du facteur de transcription STAT4. Ce
dernier est impliqué dans I’expression de la majorité des génes transcrits dans les cellules
T et NK en présence d’IL-12 (Lawless, Zhang et al. 2000, Wu, Wang et al. 2000).

Toutefois, I'IL-12 semble nécessiter la présence de Poxyde nitrique synthase
inductible (iNOS), responsable de la production de NO, pour stimuler la cytotoxicité et la
production d’IFN-y par les cellules NK. De plus, iNOS est requis pour I’expression de
I'IL-12, car sans elle, STAT4 ne peut étre activé, et ce facteur de transcription est
essentiel & I’expression de I'IL-12 (Diefenbach, Schindler et al, 1999). Un autre
régulateur, mais cette fois négatif, qui est important dans la sécrétion d’TIL-12 est le
facteur de signalisation intracellulaire MAP3KS (protéine MAP kinase kinase kinase 8).
Elle inhibe la production d’IL-12 et nuit donc a I’établissement d’une réponse de type
Tul (Sugimoto, Ohata et al. 2004).

L’IL-12 est un hétérodimére de 70 kDa composé de deux sous-unités protéiques
reliées par un pont disulfure, soit p35 (35 kDa) et p40 (40 kDa), aussi appelées IL-12A et
IL-12B, qui sont respectivement localisées aux locus 3p12-q13.2 et 5q31-q33 du
chromosome 3 et 5 humain. La transcription de ces deux sous-unités est induite de fagon
coordonnée, suite a I’activation des cellules productrices, car elles sont toutes deux
nécessaires afin que I'TL-12 soit biologiquement active (Wolf, Temple et al. 1991).
Toutefois, la sous-unité p35, produite en quantité beaucoup moins élevée que p40, ne peut
étre sécrétée que sous la forme p70, soit en association avec p40. La sous-unité p40 peut
au contraire étre sécrétée sous forme de monomeére, d’homodimére ou en association avec
la sous-unité p19 (IL-23A) pour former I'IL-23, une cytokine qui médit les stades tardifs
de I'inflammation et qui semble impliquée dans I’'inflammation chronique (Gately,

Renzetti et al. 1998; Cua, Sherlock et al. 2003).
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L’IL-18 est synthétisé sous la forme d’un précurseur inactif qui requiert un clivage
par la caspase-1 pour étre devenir actif, tout comme I’IL-1 (Sugawara, Uehara et al.
2001). La liaison de I'IL-18 & son récepteur, qui est composé de 2 sous-unités, soit IL-
18Ra et IL-18Rf, méne i Iactivation de NFxB et de la p38 MAPK, deux molécules
impliquées dans la signalisation intracellulaire, qui sont également activées par I'IL-1
(Yang, Zhu et al. 2001; Sims 2002).

L’IL-18 est une cytokine pléiotropique décrite a Iorigine comme un facteur dérivé
des cellules Kupffer capable d’induire la production d’IFN-y par les cellules NK et T
activées (Okamura, Tsutsi et al. 1995). On sait aujourd’hui que cette cytokine peut aussi
étre sécrétée par les macrophages et les cellules dendritiques. Elle exerce son activité
pro-inflammatoire d’une part en stimulant la sécrétion de TNF-o, une cytokine qui
contribue & I'immunité innée, et d’autre part en favorisant la différentiation des cellules
Twl, en collaboration avec I'IL-12 (Mclnnes, Gracie et al. 2000). L’IL-12 et I'IL-18
agissent en synergie en stimulant toutes deux I’expression de la chaine B du récepteur de
'autre cytokine. La chaine o du récepteur de I'IL-12 et de I’TL-18 sont toutes deux
exprimées de fagon constitutive sur les cellules T, mais expression de la chaine P est
respectivement induite par I’'IL-18 et I’'TL-12 (Chang, Segal et al. 2000; Smeltz, Chen et
al. 2001). De plus, ces deux cytokines activent des voies de signalisation qui se
complémentent, car elles ménent toutes deux & la transcription de I'TFN-y.
Conséquemment, I'TL-12 et I’TL-18 ne sont pas seulement nécessaires au développement
des cellules Tul suite & I’engagement du TCR par un antigéne. Elles permettent
également la production d’IFN-y par I’activation d’une voie TCR-indépendante, qui
stimule la différenciation des cellules Tul, et donc la production d’IFN-y, lors d’une
réponse immune non-spécifique a un antigéne particulier (Yang, Zhu et al. 2001).

La sécrétion de I'IL-18 active peut étre stimulée entre autres par le LPS et d’autres
cytokines, comme le TNF-a et PIL-1B, mais I’expression de cette cytokine est
constitutive. Elle est habituellement sécrétée dans les 6 & 16 heures suivant la stimulation

cellulaire (Loher, Bauer et al. 2004), (Stoll, Muller et al. 1997).
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54.6 L’IFN-y

Les interférons sont des cytokines antivirales, qui ont également une activité anti-
tumorale et antimicrobienne. Ils sont pléiotropes, i.e. qu’ils exercent des actions
diversifiées, et ce non seulement sur les cellules du SI, mais également sur plusieurs

autres types cellulaires.

L’IFN-y est un puissant activateur des macrophages; il amplifie leur efficacité en
augmentant le nombre de molécules de CMH-1I 4 leur surface, en plus d’accentuer leur
potentiel d’activation des lymphocytes T et leur pouvoir microbicide. L’INF-y initie donc
une boucle de rétroaction positive sur I'activation des lymphocytes T. En effet, les
lymphocytes T activés sécrétent I’INF-y, qui augmente le potentiel d’activation de ces
lymphocytes par les CPA, ce qui accentue le degré d’activation des lymphocytes T et
donc leur sécrétion d’INF-y, ce qui méne au développement d’une réponse Tyl, des
cellules différenciées effectrices spécialisées dans la production d’IFN-y (Tamir, Jordan et
al. 2005). De plus, I'IFN-y stimule la production d’IL-12, une des cytokines qui stimule
sa sécrétion, et maintient I’expression de son récepteur (IL-12RB2) chez les cellules T
naives (Poncet, Arock et al. 1999).

L’IL-12 et I'IL-18 agissent de fagon synergique pour induire la synthése de I’TFN-
Y, par les lymphocytes T CD4" Ty, les lymphocytes T CD8" cytotoxiques effecteurs et
les cellules NK activées. Elles rendent toutes deux les cellules plus susceptibles a ’autre
cytokine en augmentant I’expression de la chaine B du récepteur de celle-ci. De plus,
elles régulent toutes deux positivement le promoteur du géne de I'IFN-y et, augmente
donc la transcription de cette cytokine, dont le geéne humain est situé au locus 12g24.1 et
son homologue murin sur le chromosome 10 (Kohno, Kataoka et al. 1997, Diefenbach,
Schindler et al. 1999; Fantuzzi, Reed et al. 1999). La sécrétion de I'IFN-y débute

habituellement dans les 24 heures qui suivent la stimulation cellulaire.
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L’acétylation des histones autour desquelles ’ADN est enroulé est une étape
préalable a la transcription d’un géne. Fields, Kim et al. (2002) ont démontré que les
histones H3 et H4 associées au locus de I'IFN-y ne sont pas acétylées dans les
lymphocytes T naifs, mais qu’elles le deviennent progressivement suite a la stimulation
du TCR. C’est le facteur de transcription STAT4 qui est responsable du maintien de cette
acétylation (Fields, Kim et al. 2002). STAT4 est un des facteurs de transcription qui
module I’expression de I’'TFN-y, mais il y a d’autres, selon le type cellulaire dans lequel
cette cytokine est exprimée. Par exemple, Tbet, un membre de la famille des boites-T, est
un facteur de transcription requis pour I’expression d’IFN-y dans les cellules NK et pour
la différenciation des cellules T CD4" Tul, mais pas pour les cellules T CD8" (Szabo,

Sullivan et al. 2002).
6. Objectifs de travail

L’atteinte de deux objectifs principaux est visée par les travaux présentés dans ce
mémoire. Premiérement, la production et la caractérisation de I’EPS produit en grande
quantité par la souche Lb. kefiranofaciens INIX, isolée de grains de kéfir.
Deuxiémement, I’évaluation du potentiel immunomodulateur de cet EPS, par la
stimulation in vitro d’une lignée cellulaire de macrophages et par le gavage de souris avec

I’EPS, suivi de la stimulation ex vivo des splénocytes isolés de ces mémes souris.



CHAPITRE 2 : MATERIEL ET METHODE

1. Production et caractérisation physique et chimique de
I’exopolysaccharide

1.1 Production

1.1.1 Souche bactérienne

L’exopolysaccharide a été produit par la souche Lactobacillus kefiranofaciens

INIX, qui a été isolée a partir de grains de kéfir, par Technologie Biolactis Inc.

1.1.2 Production de biomasse

La production de biomasse débute par la décongélation a la température de la
piece (TP) d’un ferment congelé d’INIX. Il est important de vortexer le ferment
décongelé, afin de défaire les billes d’alginate. Un milieu de culture approprié a la
croissance des bactéries lactiques, le RCW (Rogosa Cheese Whey de VWR), est ensuite
inoculé avec le ferment, 4 raison de 1 ml de ferment par 500 ml RCW. Le tout est incubé
pendant 24 heures a 30°C, sans agitation. Cette préculture est ensuite diluée 1/10 dans du
RCW (50 ml préculture + 450 ml RCW), et ce bouillon est incubé pendant 48 heures a
30°C, toujours sans agitation. Les cultures sont effectuées dans des volumes de 500 ml,
car des expériences antérieures ont démontré que la croissance d’INIX était inhibée lors

de productions a plus grande échelle.
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1.1.3 Purification et conservation de ’EPS

Le protocole suivant a été utilisé pour les lots ABE1 et ABE3, alors que le lot
ABE2 a été purifié selon un protocole altematif, décrit plus loin dans cette section.

Aprés I’incubation, les bactéries sont éliminées par une centrifugationa 10000 x g
pendant 20 minutes 3 TP. Le sumageant est ensuite transféré dans une bouteille stérilisée
contenant un volume équivalent d’éthanol 95% volume/volume (v/v) froid. Le tout est
mélangé par inversion et entreposé a -20°C toute la nuit afin de favoriser la précipitation.
Le lendemain, une centrifugation a 10 000 x g pendant 20 minutes a 4°C permet de
récolter le précipité, composé d’EPS et de protéines. Pour séparer I’exopolysaccharide
des protéines, le culot est dissous dans un volume minimal d’eau distillée a environ 70°C
avec agitation, pendant 2-3 heures. Ensuite, une centrifugation a 10 000 x g pendant 20
minutes 4 30°C permet d’éliminer la majeure partie des protéines, car suite a leur
dénaturation par la chaleur, elles ont tendance & précipiter et se retrouvent donc dans le
culot, alors que I’EPS dissous reste dans le surnageant. Afin d’éliminer les protéines
résiduelles du surnageant, les étapes de précipitation dans un volume équivalent d’éthanol
95% (v/v) froid, de centrifugation et de dissolution dans I’eau distillée sont répétées. Le
surnageant final contient toutefois des particules en suspension, dont la densité trop petite
ne permet pas d’étre culotée a la vitesse de centrifugation utilisée. Elles ont donc été
éliminées par une filtration sous pression, avec un filtre de 0,45 um et un préfiltre de
porosité 0.8-8.0 um (Millipore AP20). Ensuite, ’EPS a été dialysé contre 20 | d’eau
distillée, dans une membrane de nitrocellulose 3,5 kDa (Pierce), & 4°C avec agitation
pendant 48 heures. L’eau a été changée aprés 24 heures. Suite a la dialyse, ’EPS a été
congelé pour étre lyophilisé sous vide. Il est finalement conservé sous vide dans un
dessiccateur, afin d’éviter sa réhydratation.

Un protocole alternatif a été testé pour le lot ABE2. Suite & I’élimination du culot
bactérien, le sumageant a été bouilli pendant 15 minutes, afin d’inactiver les enzymes,
potentiellement présentes dans le sumageant, qui auraient pu dégrader I’EPS. La
température du sumageant est subséquemment redescendue a 37°C par une incubation a
4°C. Ensuite, le sumageant est digéré avec de la pronase (Sigma), a raison de 50 pg par

litre de milieu de culture initial, pendant 1 heure & 37°C sous agitation. Puis, le
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surnageant a été divisé en deux (lots ABE2a et ABE2b) et 5 ml de TCA 80% (p/v) ont été
ajoutés par litre de surnageant, afin de précipiter les protéines. Ces deux lots ont ensuite
été traités comme les lots ABEl et ABE3, i.e. précipitation a 1’éthanol 95% (Viv),

centrifugation, dissolution dans I’eau a 70°C, etc.

1.2 Caractérisation physique

1.2.1 Fractionnement par poids moléculaire

Environ la moitié du lot ABE1 a été dissous dans un volume minimal d’eau distillée,
pour étre fractionné par poids moléculaire, & I’aide de membranes de nitrocellulose (Pall
Filtron) de différentes porosités (10, 50, 100, 500 kDa) et d’un systéme de concentration
Amicon, soumis a une pression de 50-70 psi. Le fractionnement de I’EPS débute par la
membrane de porosité élevée (500 kDa) et se termine avec la membrane de porosité peu
élevée (10 kDa). Tous les rétentats sont conservés pour étre lyophilisés et les perméats
utilisés pour étre filtrés avec une membrane de porosité moins élevée. Les membranes
sont d’abord rincées avec 100 ml d’eau distillée. La solution d’EPS est ensuite ajoutée.

Toutes les filtrations ont lieu a la température de la piéce.

1.3 Caractérisation chimique

Suite a la purification de I’EPS, des analyses chimiques et physiques ont été effectuées
afin d’évaluer sa pureté, son poids moléculaire, la nature et la proportion relative de ses
sous-unités monosaccharidiques ainsi que les liens qui les unissent, et finalement la

proportion de ses atomes.



50

13.1 Dosage des sucres dans PEPS par la méthode de Dubois

Le test de Dubois permet de déterminer la quantité d’équivalent de glucose
présents dans I’EPS. Pour les 3 lots, une solution de 8 ml d’EPS 50 mg/l et 75 mg/I
dissous dans I’eau distillée a été préparée. Ensuite, 2 ml d’EPS dissous ont été déposés
dans 3 Erlenmeyers de 125 ml. Il est important d’inclure aussi un blanc, i.e. 2 ml d’eau
distillée (au lieu de 2 ml d’EPS) et une courbe standard de solutions de glucose diluées
dans I’eau distillée (25, 50, 75 et 100 mg/l). Sous la hotte chimique, 5 ml d’une solution
de phénol 5% (p/v) dilué dans I’eau sont ajoutés et le tout est agité 30 secondes & 100
rpm. Pendant Iagitation, 10 ml d’acide sulfurique 36 M sont ajoutés. 1 faut laisser le
tout a TP pour un minimum de 30 minutes, afin que la réaction puisse avoir lieu. Chaque
solution est transférée dans une cuvette en plastique & spectrophotométre pour étre lue a
488 nm. La courbe standard permet de déduire la quantité d’équivalents de glucose

présents dans les deux solutions initiales d’EPS.
1.3.2 Dosage des protéines dans ’EPS par la méthode de Lowry

L’EPS lyophilisé est dissous dans I’eau distillée 4 une concentration finale de 1%
(p/v) et 3 dilutions sont faites & partir de cette solution. Puis, 500 pl d’EPS est déposé
dans une éprouvette en verre. Dans I’ordre, S00 pul de la solution 1 et 200 ul de la
solution 2 sont ensuite ajoutés dans chaque éprouvette et le tout est mélangé au vortex.
Aprés une incubation de 15 minutes 4 TP, 375 pl de la solution 3 sont ajoutés et le tout
est encore incubé 15 minutes & TP. La solution est finalement transférée dans une cuvette
en plastique a spectrophotométre pour étre lue 4 700 nm. Toutes les dilutions sont dosées
en triplicata et une courbe standard de BSA (albumine sérique bovine) de 0 a 120 pg/mi,
également incluse dans le test, permet de déterminer la quantité de protéines résiduelles

dans ’EPS. Toutes les solutions utilisées pour ce test sont décrites a ’annexe 2.



51

1.3.3 Analyse élémentaire

L’EPS du lot ABEI1 a également été soumis 4 une analyse élémentaire du carbone,
de ’hydrogéne, de I’azote et du soufte, effectuée par le service d’analyse élémentaire de
I’Université de Montréal. Environ 2 mg d’EPS est déposé dans une cupule d’étain, qui
est alors placée dans un auto-échantillonneur purgé avec un courant d’hélium continu.
L’échantillon est introduit dans le réacteur de combustion, un tube de quartz maintenu &
1021°C, ou le courant d’hélium est temporairement enrichi avec de I’oxygéne pur. L’EPS
et I’étain fondent et, sous cette atmospheére enrichie en oxygéne, I’étain provoque une
violente réaction de combustion. Toutes les substances organiques et inorganiques sont
alors converties en produits de combustion (CO,; H,0, N, SO;). Ces gaz sont
transportés par le gaz porteur dans la colonne chromatographique (Fisons EA1108-
CHNS). Ils sont séparés et détectés par un détecteur de conductivité thermique, qui

donne un signal correspondant 4 la concentration de chacun des composants.
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134 HPLC

Une analyse des sous-unités monosaccharidiques composant ’EPS a été effectuée
par HPLC sur les trois lots produits. I a donc d’abord fallu hydrolyser I’EPS, afin de
séparer ses monosaccharides les uns des autres. Pour ce faire, une solution d’EPS 0,1%
(i.e. 1 mg/ml) a été hydrolysée dans une solution de HCI 4 une concentration finale de 1N
pendant 4 heures 4 100°C. Il est important de souligner que toutes les solutions utilisées
pour ’analyse HPLC sont faites avec de 1’eau déionisée. La solution d’EPS est ensuite
neutralisée avec du NaOH 1 N, filtrée sur un filtre 0,22 pum et diluée 1/10 dans I’eau
déionisée, avant d’étre analysée par HPLC. Pour permettre le dosage des
monosaccharides de I’EPS, une courbe standard est préparée. Elle s’étend de 25-300 uM
et chaque standard contient les 3 résidus susceptibles de composer ’EPS, soit le D (+)
glucose, le D (+) galactose et le D (+) mannose. Le D (-) arabinose est utilisé comme
contrdle interne dans toutes les solutions, a raison de 100 uM. Les analyses sont
effectuées par un systéme HPLC Dionex DX-500 sur une colonne CarboPack™ PA-10 (4
X 250 mm) équilibrée dans une solution de 18 mM de NaOH, avec un débit linéaire de
119,4 cm/h. Un systéme de détection & ampérométrie pulsée couplé & un ordinateur a été
utilisé. Tous les échantillons sont injectés en boucle, a un débit de 119,4 cm/h, a raison

de 100 pl par échantillon. Le programme d’élution est présenté au Tableau 1.
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Tableau 1 : Programme d’élution permettant la séparation des résidus
monosaccharidiques qui composent I’EPS d’INIX

Temps (minutes) % Eau déionisée % NaOH 200 mM

0 91 9
15 91 9
25 0 100
40 0 100

40.5 91 9
55 91 9

1.3.5 H-RMN

L’EPS du lot ABE1 a été soumis & une analyse des liens entre les résidus
monosaccharidiques par per-méthylation, suivi d’une hydrolyse, d’une acétylation et
d’une analyse en spectrométrie de masse par chromatographie gazeuse (GC-MS). Cette
analyse a été effectuée par I’équipe du Dr Michel Gilbert Ph.D., dans une collaboration

avec le Conseil national de recherches Canada - Institut des sciences biologiques (CNRC-

ISB) a Ottawa.
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2. Evaluation du potentiel immunomodulateur in vitro
2.1 RAW 264,7
2.1.1 Origine et mise en culture

La lignée de macrophages murins utilisée est issue d’une tumeur isolée d’une
souris BALB/C male ayant la leucémie Abelson (ATCC : RAW 264,7). Cette lignée
cellulaire adhérente est maintenue & 37°C dans une atmosphére saturée en eau et
contenant 5% de CO,, dans du milieu DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Media de
Gibco Invitrogen), complété 4 10% (v/v) de sérum de veau feetal (FBS) (Multicell) et 1%
(v/v) pénicilline/streptomycine (Gibco Invitrogen). Afin de maintenir les cellules en
culture dans le temps, elles sont trypsinisées a& I’aide de trypsine-EDTA (Gibco

Invitrogen) pendant 5 minutes, puis diluées 1/10 tous les 3-4 jours, selon leur confluence.

2.1.2 Immunostimulation

Les tests d’immunostimulation ont été effectués pendant 24 heures, sur des
cellules 3 60% de confluence, dans des flacons T-25, contenant 7 ml de milieu.
L’immunostimulation débute lorsqu’une solution stérile de LPS ou d’EPS lot ABE1 est
ajoutée aux RAW 264,7, a une concentration finale de 0,1 et 1 pg/ml de LPS etde 1 et 10
ng/ml d’EPS. Le LPS sert ici de contrdle positif pour la stimulation de la transcription de
I'IL-1. Les cellules qui ne regoivent aucun stimulant servent de controle négatif dans

cette expérience.
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2.1.3 Extraction d’ARN total

I1 faut toujours mettre des gants et travailler avec du matériel certifié sans RNase
lors des manipulations avec I’ARN. C’est pourquoi ’eau DEPC (annexe 3) est utilisée au
lieu de I’eau distillée, car le DEPC inhibe I’action de ces enzymes. Lors de toutes les
manipulations, I’ARN est toujours conservé sur glace ou dénaturé a 65°C, mais jamais a
TP, car les RNases sont trés actives i cette température.

Aprés 24 heures de stimulation, le milieu de culture est enlevé et les cellules sont
lysées en ajoutant directement 1 ml de TRIzol (Invitrogen Life Technologies) dans le
flacon. La solution est transférée dans un microtube de 1,5 ml contenant 200 pl de
chloroforme. Le tout est mélangé vigoureusement, incubé 2-3 minutes a TP et centrifugé
a 12 000 x g pendant 15 minutes a 4°C. La couche incolore supérieure est transférée dans
un autre microtube, en prenant bien soin de ne pas prélever interface, ni la couche
inférieure, et I’ARN est précipité par I’ajout de 500 ul d’alcool isopropylique. Aprés 10
minutes d’incubation & TP, une centrifugation & 12 000 x g pendant 10 minutes a 4°C
permet de culotter I’ARN, qui est ensuite lavé avec 1 ml d’éthanol 75% (v/v) (dilué dans
I’eau DEPC) et centrifugé 4 7500 x g pendant 5 minutes a 4°C. Aprés avoir enlevé
I’éthanol et laissé sécher I’ARN 4 I’air ambiant, 35 ul d’eau DEPC sont ajoutés pour
dissoudre I’ARN, qui sera finalement entreposé i -70°C. Pour vérifier la qualité et la
quantité de I’ ARN extrait, 4 pl sont dilués dans 996 pul d’eau DEPC et lu dans une cuvette
en quartz au spectrophotométre 4 260 nm et a 280 nm. Un ratio 260 nm/ 280 nm
supérieur a 1,6 correspond i une qualité d’ARN satisfaisante. Le dosage est possible

grice 4 la formule suivante : DO, x 250 (facteur de dilution) x 40 pg/ml.
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2.14 Transcription inverse

L’ARN (1 pg dans 10 pl) est transcrit en ADN complémentaire (ADNc) par
I’ajout, dans un 1* temps, de 6 ul de la solution 1 et d’une incubation de 5 minutes a
70°C, suivi dans un 2° temps de I’ajout de 4 pl de la solution 2 et d’une incubation d’une
heure & 42°C. La transcriptase inverse du virus Moloney-Murine Leukemia Virus (M-
MuLV de NEB) est ensuite inactivée par une incubation de 5 minutes & 95°C. L’ADNc¢
est dilué dans un volume final de 50 pl, en ajoutant 30 ul d’eau DEPC. Les solutions 1 et

2 sont détaillées dans I’annexe 4.
2.15 PCR sur PIL-1 (réaction de polymérisation en chaine)

Une paire d’amorces (détaillées dans ’annexe 8) spécifiques a I'IL-1 murine
permet I’amplification exclusive de ce fragment d’ADNc par le programme de réaction de
polymérisation en chaine (PCR) présentée dans le tableau 2. A 12,5 upl de solution 1
(annexe 5), 1,25 ul d’ADNc est ajouté et les tubes sont déposés dans I’appareil 4 PCR.

Pendant I’étape 1 du programme, 11,25 pl de la solution 2 (annexe 5) sont ajoutés a

chaque tube.
Tableau 2 : Programme utilisé pour amplifier I'IL-1 par PCR
No. Description Température (°C) Temps (secondes)
1 | Démarrage a chaud 95 300
2 Dénaturation 94 30
_ Les étapes 2-4 sont
3 Hybridation 65 (Tm) 45 _
. : répétées 29 fois
4 Elongation 72 45
5 Elongation 72 420
6 Pause 4 indéfini
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2.1.6 Gel d’agarose 0.9% (p/v)

Suite 4 la réaction de PCR, 1,25 pl de tampon de chargement 6X est ajouté a 7 pl
d’ADN amplifié et le tout est déposé dans un gel d’agarose 0,9% (p/v), qui est soumis a
100V pendant un peu plus d’une heure. Un marqueur de poids moléculaire (5 ul kb
ladder +) est également déposé dans le gel, pour permettre I’estimation du poids
moléculaire des fragments amplifiés par la PCR. Les détails concernant la préparation du
gel et du tampon de chargement sont décrits dans I’annexe 6. Une fois la migration
terminée, le gel coloré au bromure d’éthidium est lu sous UV a I’aide d’un appareil Gel
Doc 1000 (Bio-Rad).
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2.2 Splénocytes

2.2.1 Isolement des cellules

La rate de souris C57BI/6 est prélevée de fagon stérile et déposée dans 1 ml de
RPMI 1640 (Gibco Invitrogen) supplémenté & 10% (v/v) de sérum de feetus bovin (FBS
de Multicell) et 1% (v/v) de pénicilline/streptomycine (Gibco Invitrogen). Sous le
laminaire de la salle de culture, les splénocytes sont délicatement extraits de I’enveloppe
de la rate en appuyant le piston d’une seringue de 5 ml sur la rate, déposée avec le RPMI
dans un tamis cellulaire, lui-méme déposé dans un pétri. Environ 10 ml de RPMI sont
utilisés pour rincer le tout et les cellules en suspension sont ensuite transférées dans un
Falcon de 50 ml et centrifugées 4 1000 x g pendant 5 minutes 4 4°C. Le surnageant est
enlevé, les cellules sont re suspendues par tapotements et les globules rouges sont lysés a
TP pendant 5 minutes dans 5 ml d’ACK (annexe 7). La réaction est arrétée en ajoutant 30
ml de RPMI et une centrifugation 4 1000 x g pendant 5 minutes a 4°C permet de culoter
les splénocytes et d’enlever le surageant contenant ’ACK. Deux autres lavages sont
effectués pour enlever les traces d’ACK, a raison de 30 ml de RPMI chacun. Apres le
demnier lavage, les splénocytes sont resuspendus dans 10 ml de RPMI et la concentration
cellulaire est déterminée en transférant 100 pl de cellules dans un tube de polypropyléne
contenant 400 pl de PBS, auquel 10 ul de bromure d’éthidium (BrEt) 100x sont ajoutés.
Apres 10 minutes & TP, le nombre de cellules vivantes est compté par cytométrie en flux
(Coulter), un appareil qui différencie les cellules selon leur granulométrie et leur taille.
Le BrEt est un colorant qui émet un fluorochrome reconnu par le cytométre. Il entre dans
les cellules perméabilisées et il permet donc de différencier les cellules mortes des

cellules vivantes.



59

2.2.2 Immunostimulation des cellules en culture

La concentration des cellules est ajustée a 3 x 10° cellules vivantes/m! de RPMI
supplémenté et la suspension cellulaire est distribuée 2 raison de 6 ml/puits d’une plaque
de 6 puits. Le RPMI est supplémenté & une concentration finale de 10% FBS (v/v), 1%
(v/v) pénicilline/streptomycine, d’acides-aminés 1x (Gibco Invitrogen) et de B-
mercaptoéthanol 50 uM. Ensuite, 50 pl de produits sont ajoutés pour stimuler les
splénocytes, 4 une concentration finale de 0,1 pg/ml LPS, 50 ug/ml EPS ou 5 pg/ml
concanavaline A (ConA) de Sigma dilué dans du PBS. Le LPS et la ConA sont utilisés &
titre de contréles positifs de stimulation cellulaire. 'y a également certains puits qui ne
sont stimulés avec aucun produit, afin d’avoir un contrdle négatif de stimulation. Les
cellules sont incubées pendant 24 heures & 37°C, dans une atmosphére saturée en eau et

contenant 5% de CO,.

223 Extraction d’ARN total, RT-PCR pour PIL-12 et gel d’agarose 0,9%
(phv)

Les splénocytes en culture sont transférés dans un Falcon de 15 ml et centrifugés a
1000 x g pendant 5 minutes & TP. Le surnageant est enlevé et les cellules sont lysées par
I’ajout de TRIzol, selon le protocole décrit pour I’extraction d’ARN des cellules RAW
264,7. Les protocoles appliqués lors de la transcription inverse, de la réaction de PCR et
du gel d’agarose pour les celluless RAW 264,7 s’appliquent également pour les
splénocytes, a I’exception prés que I’ADNc des splénocytes est amplifié avec des

amorces spécifiques a la GAPDH et 4 I'IL-12 murine, plutét qu’a I'IL-1 murine.
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3 Evaluation du potentiel immunomodulateur ex vivo et in vivo

3.1 Modéle murin de gavage

Des souris saines BALB/C femelles 4gées entre 6 et 8 semaines (Charles River)
sont hébergées au centre de biologie expérimentale (CBE) dans des conditions conformes
aux normes internationales, dont celles des bonnes pratiques de laboratoire. Les souris
sont maintenues dans un environnement ou la température et I’humidité sont contrllées,
la lumiére réglée sur un cycle de 12/24 heures, et la nourriture et I’eau sont données ad
libitum. Aprés une semaine d’acclimatation, les souris sont gavées pendant 10 jours
consécutifs, a raison de 5 ml/kg/jour d’une solution composée soit d’eau ou d’EPS lot
ABE1 1% (p/v). Un groupe de souris gavées avec une solution 1% (p/v) de B-(1,3-1,4)-
glucan isolé d’avoine est ajoutée dans certaines expériences. Le Jjour suivant le dernier
gavage (jour 11), les souris sont anesthésiées avec 10 ml/kg d’un mélange de kétamine

(100 mg/ml) et de xylazine (20 mg/ml) et ensuite sacrifiées par dislocation cervicale.

3.2 Iléon

Afin de doser I'IL-18 murine produite par I’iléon, 6 cm d’iléon sont prélevés a
partir du caecum et les féces sont enlevées a I’aide d’une pince. L’intérieur de I’iléon est
d’abord rincé avec 200 pl de RPMI, et ensuite la contamination microbienne est contrdlée
en déposant I’iléon dans un microtube 1,5 ml, contenant 1 ml de PBS 1% (v/v)
pénicilline/ streptomycine et 4% (v/v) FBS. L’iléon est ensuite transféré dans un tube de
5 ml contenant 1,5 ml de RPMI supplémenté, pour étre polytroné pendant 20 secondes.
Aprés une centrifugation de 15 minutes 4 10 000 x g a 4°C, le surnageant est aliquoté en
120 pl et congelé immédiatement & -70°C. 11 faut noter que I’iléon est toujours conservé

sur glace pendant les manipulations, afin de préserver les cytokines.
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33 Splénocytes

Suite au gavage, la rate de quatre souris est également prélevée de fagon stérile et
les splénocytes de chaque rate sont isolés indépendamment, selon le protocole décrit dans
la section 2.2.1 du chapitre 2. Aprés un décompte en cytométrie, la suspension cellulaire
est ajustée & 300 000 cellules vivantes/ml et 2 ml de cellules sont distribués dans les puits
d’une plaque de 12 puits. De I'IL-2 murine (MSJ BioLynx), une cytokine qui permet
I’activation et la prolifération des lymphocytes T, est ajoutée a une concentration finale de
1,25 ng/ml. La ConA, un mitogéne non spécifique des lymphocytes T, est également
ajoutée a une concentration finale de 5 ug/ml. Les splénocytes sont incubés 4 37°C dans
une atmosphere saturée en eau et enrichie 4 5% de CO,, pendant 24 ou 48 heures. Aprés
'immunostimulation, un décompte des splénocytes viables est effectué en cytométrie.
Les splénocytes sont ensuite centrifugés et le sumageant est distribué en aliquots de 120
ul, qui sont immédiatement congelés & -70°C. Trois cytokines (IL-10, IL-4 et PIFN-y)
seront ultérieurement dosées dans ces sumageants par essai d’un immunoadsorbant lié

aux enzymes (ELISA).
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34 ELISA

Des tests ELISA sont effectués pour doser I'IL-18 murine (Bender MedSystems)
dans le surnageant des iléons polytronés ainsi que I’TL-4 murine (Pierce Endogen), I'IL-
10 et I'TFN-y murin (OptEIA de BD) dans le surnageant des splénocytes. Voici d’abord
une bréve description de la procédure suivie pour les tests ELISA provenant de Bender
MedSystems, suivie de celle employée pour les tests provenant de BD.

Pour doser I'IL-18, la plaque vendue avec I’anticorps primaire déja fixé est
d’abord lavée deux fois avec la solution de lavage et asséchée correctement. Ensuite, 100
pl/puits de diluant pour échantillon (fourni par Bender MedSystems) sont déposés dans
les puits servant de blanc et dans ceux destinés  recevoir une solution standard d’IL-18.
Le standard de 2000 pg/ml d’IL-18 est ajouté dans deux de ces puits, a raison de 100
ul/puits, puis 100l de ce standard est transféré dans un autre puits, contenant déja 100 pl
de diluant pour échantillon. Ces étapes sont répétées pour obtenir une courbe standard de
1000-15,6 pg/ml, en duplicata. Puis, 50 pl/puits de diluant pour échantillon sont ajoutés a
tous les autres puits, et 50 pl/puits de surageant des splénocytes en culture sont ensuite
ajoutés. Une fois que les standards ou les surnageants ont été déposés dans tous les puits,
50 pl/puits de biotine conjuguée a I’anticorps secondaire sont ajoutés et la plaque est
incubée 2 heures 4 TP sur une plaque agitatrice, recouverte d’une pellicule transparente
autocollante. Aprés I’incubation, la plaque est lavée 3x avec la solution de lavage et 100
ul/puits de streptavidine-HRP sont ajoutés. La plaque est encore incubée 1 heure a TP
sur une plaque agitatrice, recouverte d’une pellicule transparente autocollante.
Finalement, la plaque est lavée 3x avec la solution de lavage, 100 pl/puits de substrat
(TMB) sont ajoutés et la plaque est incubée 20 minutes & TP dans le noir sur un agitateur.
La réaction est arrétée en ajoutant 100 pl/puits de solution d’arrét et la plaque est alors lue

24450 nm.
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Pour doser I'lL-4, 50 pl/puits de diluant pour échantillon (fourni par Pierce
Endogen) sont ajoutés dans tous les puits, suivi de 50 pl/puits de standard (15-375 pg/ml)
ou de surnageant de splénocytes en culture. La plaque est ensuite recouverte d’une
pellicule en plastique, incubée 4 37°C pendant 2 heures, puis lavée 5x avec le tampon de
lavage. L’anticorps secondaire conjugué 4 la biotine et ’enzyme HRP (péroxydase isolée
du raifort ou horseradish peroxidase) couplée a la streptavidine est alors ajouté a raison
de 100 pl/puits, la plaque est recouverte d’une pellicule en plastique et incubée 1 heure a
37°C, puis lavée 5x avec le tampon de lavage. Finalement, 100 pul/puits du substrat
3,3°,5,5” tetramethylbenzidine (TMB) sont ajoutés et la plaque est incubée 30 minutes a
TP dans le noir. La réaction est arrétée en ajoutant 100 pl/puits de solution d’arrét et
I’absorbance est lue 4 450 nm. Tous les produits utilisés sont fournis par Pierce Endogen
déja dilués, a ’exception du standard qui doit étre reconstitué dans le milieu de culture
utilisé pour les splénocytes.

Pour doser I'IL-10 et I'IFN-y, I’anticorps primaire dilué dans un tampon approprié
et selon la dilution suggérée par BD, est déposé 4 raison de 100 ul/puits dans une plaque
de 96 puits, et incubé 18 heures 4 4°C. La plaque est ensuite lavée et bloquée pendant 1
heure & TP avec 200 ul/puits de diluant pour échantillon. Aprés plusieurs lavages, 100 pl
de surnageant ou de standard sont déposés dans chacun des puits et la plaque est incubée
2 heures & TP. Elle est ensuite lavée plusieurs fois et 100 pl/puits d’anticorps secondaire
couplé a la biotine et d’enzyme HRP couplée i la streptavidine sont déposés dans chaque
puits. La plaque est incubée 1 heure & TP, ensuite lavée plusieurs fois, et 100 ul/puits de
TMB sont ajoutés et le tout est incubé 30 minutes a la noirceur. La réaction est arrétée
par ’ajout de 50 pl/puits de solution d’arrét et la plaque est lue a 450 et a4 560 nm. Le
blanc et les standards sont testés en duplicata. La courbe standard permet de déterminer

la quantité de cytokines (pg) présentes dans les surnageants.



CHAPITRE 3 : RESULTATS

1. Production et caractérisation physique et chimique de
P’exopolysaccharide
1.1 Rendements et contenu

Trois lots d’EPS ont été produits (tableau 3), 4 partir de ferments congelés de la
souche Lb. kefiranofaciens INIX. Le rendement moyen obtenu est de 503 + 82 mg
d’EPS par litre de milieu de culture.

Tableau 3 : Rendements de production et composition de différents lots d’EPS

Rendement! Production Contenu en sucre’ Contenu en
Lots d’EPS (mg/l) nette d’EPS (% p /p’) protéines®
(mg) (% p/p)
ABE2a 474 710 88 31
ABE2b 527 790 83 25
ABE3 423 2688 80 19

' Les rendements sont exprimés en mg d’EPS lyophilisé par litre de milieu de culture.

? Le contenu en sucre a été déterminé par la méthode de Dubois (voir section 1.3.1 du
chapitre 2)

* p/p : poids/poids

*Le contenu en protéines a été déterminé par la méthode de Lowry
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1.2 Fractionnement par poids moléculaire

Le fractionnement par poids moléculaire effectué sur des membranes de porosité
allant de 10 a 500 kDa montre que le poids moléculaire de I’EPS du lot ABE1 est
supérieur a 500 kDa.

1.3 Analyse élémentaire

Les EPS des lots ABE1 et ABE2b ont été soumis & une analyse élémentaire
effectuée a I'Université de Montréal et les résultats obtenus (tableau 4) sont comparés a

ceux rapportés par Shiomi M. et al., 1982 pour le kéfiran.

Tableau 4 : Pourcentage de certains atomes des lots d’EPS ABE1 et ABE2b et du kéfiran

% (p/p) de différents atomes
Lots d’EPS
Carbone Hydrogéne Azote Soufre
ABEl' 39,20 6,88 0,28 0,00
ABE2b 37,61 6,79 0,83 0,00
Kéfiran” 41,83 6,19 0,20

! Analyses effectuées par le service d’analyse élémentaire de I’Université de Montréal
2 (Shiomi, Sasaki et al. 1982)
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Figure 3 : Profil HPLC type aprés hydrolyse acide de I’EPS lot ABE1
Ctrl. int. : D (-) arabinose 100 uM, Gal : D (+) galactose, Glc : D (+) glucose, Man : D (+)
mannose

La figure 3 montre un profil standard d’élution, représentatif de celui obtenu pour
les 3 lots d’EPS analysés. L’analyse par HPLC indique que I’EPS de chacun des trois
lots est composé de trois résidus monosaccharidiques distincts, soit le D (+) glucose, le D
(+) galactose et le D (+) mannose. La présence de ces trois résidus a été confirmée par
une analyse H-RMN faite au CNRC-ISB, a Ottawa. A 1’aide de la courbe standard et de
Iaire sous la courbe de chaque pic, il est possible de déterminer la proportion relative de
chaque résidu. Les résultats sont présentés dans le tableau 5. Les proportions relatives
entre les résidus D (+) glucose et D (+) galactose de I’EPS se rapprochent de celles du
kéfiran, soit en moyenne 1: 1,07 vs 1 : 1,22. Le kéfiran est par contre exempt de résidus

D (+) mannose, présents a environ 10% dans I’EPS d’INIX.



Tableau S : Proportion relative des résidus monosaccharidiques qui composent I’EPS de

chacun des trois lots testés.

Proportions relatives des résidus monosaccharidiques
Lots d’EPS
D (+) Glucose D (+) Galactose D (+) Mannose
ABE1 1,00 (44%) 1,05 (47%) 0,20 (9%)
ABE2 1,00 (42%) 1,09 (46%) 0,29 (12%)
ABE3 1,00 (44%) 1,06 (47%) 0,20 (9%)
1.5 H-RMN

Une résonance magnétique nucléaire (H-RMN) a été effectuée pour analyser les
liaisons monosaccharidiques de I’EPS du lot ABEI, par per-méthylation, suivie d’une
hydrolyse, d’une acétylation et d’une analyse par GC-MS, le tout effectué par I’équipe du
Dr Michel Gilbert Ph.D (CNRC, Ottawa). Le spectre obtenu est présenté a la figure 4 et
les liaisons présentes dans I’EPS, qui ont été déduites a partir de ce spectre par I’équipe
du Dr Gilbert, sont détaillées dans le tableau 6. Ces résultats montrent, tout comme ceux
obtenus par HPLC, que I'EPS produit par INIX contient du D (+) glucose et du D (+)
galactose dans un rapport (environ équimolaire) semblable a ceux rapportés pour le
kéfiran, soit 1:1,22 par Micheli L. et al. (1999). Toutefois, I’EPS d’INIX contient en
plus environ 10% de résidus D (+) mannose. Tous les liens entre les résidus
monosaccharidiques du kéfiran sont présents dans I’EPS (voir No. 1, 3,4, 5,6, 7, 8 du
tableau 6 vs figure 1 du chapitre 1 section 3.1). Toutefois, il y a plus de liaisons
monosaccharidiques dans I’EPS que dans le kéfiran. Nous proposons donc que les
hexoses substitués en position C2 ou C2 et C6, qui sont absents du kéfiran, soient un
résidu D (+) mannose de la chaine principale, sur lequel peut se substituer un glucose. Ce
résidu mannose ne fait pas toujours parti de la sous-unité répétitive, car il ne représente

que 10% des sucres.
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Figure 4 : Spectre H-RMN pour I’analyse des liens entre les monosaccharides de I’EPS

lot ABEI

Tableau 6 : Liaisons présentes dans I’EPS d’INIX (assignation faite par ’équipe du Dr

Gilbert)
No. Lien des sucres
1 Glucose non substitué
2 Hexose (mannose) substitué en C2
3 Glucose substitué en C4
4 Galactose substitué en C4
5 Glucose substitué en C6
6 Galactose substitué en C3
7 Galactose substitué en C6
8 Hexose (galactose) substitué en C2 et C6
9 Hexose (mannose) substitué en C2 et C6
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2, Evaluation du potentiel immunomodulateur de ’'EPS in vitro

2.1 Cellules macrophagiques RAW 264,7

Cette lignée cellulaire a été stimulée pendant 24 heures soit avec I’EPS du lot
ABE1 (100 ou 1000 pg/ml), soit avec un contréle induisant une stimulation (LPS 10 ou
100 pg/ml), soit avec un contrdle négatif. L’ARN total a ensuite été extrait par un agent
de lyse, le TRIzol, transcrit inversement par la M-MuLV et amplifié avec des amorces
spécifiques a I’interleukine 1 murine (IL-1) et avec les amorces universelles amplifiant la
glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPDH). Ces derniéres ont le role de
contrdle interne : elles permettent de valider le bon fonctionnement du RT-PCR pour
chacun des échantillons. La figure 5 illustre le résultat de la migration de I’ADN amplifié
sur gel d’agarose 0,9% (p/v). L’intensité semblable des fragments amplifiés par les
amorces GAPDH montre que le RT-PCR a été effectué correctement et de fagon
équivalente pour tous les échantillons. Le contréle positif de stimulation, soit le
lipopolysaccharide (LPS), stimule clairement 1’expression d’IL-1 chez les macrophages
murins en culture. Par contre, I’EPS du lot ABE1 ne stimule pas I’expression d’IL-1, aux

concentrations utilisées.

1 2 3 4 5
_ ; 1: Aucun stimulant ajouté
2,3:LPS[0,1etl pg/ml)e

GAPDH 4,5 :EPS[1 et 10 pg/ml];

: mlL-1

Figure 5 : Profil de migration d’ADNc amplifié avec des amorces IL-1 et GAPDH,
obtenu par transcription inverse d’ARN total, extrait de RAW 264,7 stimulés 24 heures
avec différents produits



70

22 Splénocytes

Cette lignée cellulaire primaire a été immunostimulée en culture avec deux
contrdles positifs de stimulation (LPS et ConA), un contrdle négatif de stimulation (aucun
stimulant), ainsi qu’avec I’EPS du lot ABEl pendant 6 heures. L’ARN total des
splénocytes a ensuite été extrait, transcrit de fagon inverse et amplifié par PCR avec des
amorces spécifiques a I’IL-12 et au GAPDH. Les fragments amplifiés ont été déposés
dans un gel d’agarose 0,9% (p/v) coloré au bromure d’éthidium et lu sous UV. On peut
voir & la figure 6 que I’EPS, & 50 pg/ml (puits 4), stimule la transcription d’IL-12, tout
comme les contréles positifs de stimulation (puits 2 et 3). L’absence de stimulant dans le

puits 1 confirme que I’IL-12 n’est pas une cytokine exprimée de fagon constitutive.

1 2 3 4 1 : Aucun stimulant ajouté
_ 3 : ConA [5 pg/ml)s
; GAPDH
s e TR G5 4 :EPS [50 pg/ml];

Figure 6 : Migration sur gel d’agarose 0,9% (p/v) de I’ADN amplifié avec des amorces
IL-12 et GAPDH, obtenu par transcription inverse d’ARN extrait de splénocytes stimulés
avec différents produits pendant 24 heures
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3, Evaluation du potentiel immunomodulateur de PEPS in vivo et ex vivo

3.1 Iléon (in vivo)

La figure 7 montre que le gavage avec une solution d’EPS 1% (p/v) pendant 10
jours augmente la production d’IL-18 (2207 + 117 pg/ml vs 1601 + 167 pg/ml) dans
I’iléon de souris BALB/C comparativement au gavage a l’eau, et ce de facon
statistiquement significative. Il est normal que I’IL-18 soit exprimée par les souris gavées
a I’eau, car c’est une cytokine transcrite de fagcon constitutive. C’est le clivage par la
caspase-1 qui permet la sécrétion d’une molécule active. L’expression a toutefois été
stimulée, comme il est possible de le voir sur ce graphique, pour les souris qui ont été

gavées avec I’EPS.

2500

*p<0,05

2000 1

1500 -

IL-18 (pg/ml)

1000 +

500

gavage eau gavage EPS 1%

Figure 7 : Dosage par ELISA d'IL-18 dans l'iléon de souris BALB/C gavées 10 jours
avec une solution de Sml/kg/jour soir d'eau, soit d'EPS 1% (p/v) lot ABE1
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3.2 Splénocytes (ex vivo)

3.2.1 IL-4, IL-10 et IFN-y

Les figures 8, 9 et 10 présentent les résultats obtenus suite a I’analyse des
sumageants de splénocytes isolés de 4 souris par groupe de gavage, mis en culture
séparément, en triplicata, dont I'IL-4, I’TL-10 ou I’'IFN-y ont ensuite été respectivement
dosés par ELISA. 11 se dégage de ces figures une tendance de sécrétion a la baisse pour
ces trois cytokines par les splénocytes isolés de souris gavées pendante 10 jours avec une
solution d’EPS 1% (p/v) ou de B-glucan 1% (p/v) et stimulés en culture avec de la ConA
et de I'IL-2, par rapport aux splénocytes isolés de souris gavées a I’eau, que ce soit aprés
24 ou 48 heures de culture. Cette tendance est statistiquement significative pour I'IL-10 et
I'TFN-y sécrétés par les souris gavées aux EPS.

II est normal d’observer une sécrétion de ces trois cytokines par tous splénocytes,
peu importe leur provenance, car ils ont tous été cultivés en présence de ConA, un
mitogéne non spécifique des lymphocytes T, qui stimule entre autres la sécrétion de d’IL-
4, d’IL-10 et d’'TFN-y. C’est pourquoi les résultats présentés dans ces graphiques sont
analysés en comparaison des niveaux de sécrétion des splénocytes isolés des souris

gavées a I’eau, et non en valeur absolue.
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Figure 8: Production d'IL-4 par des splénocytes isolés de souris BALB/C gavées

pendant 10 jours et ensuite stimulés en culture avec Sug/ml de ConA et 1,25 ng/ml d’IL-2
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Figure 9 : Production d'IL-10 par des splénocytes isolés de souris BALB/C gavées

pendant 10 jours et ensuite stimulés en culture avec Sug/ml de ConA et 1,25 ng/ml d’IL-2
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Figure 10 : Production d'IFN-y par des splénocytes isolés de souris BALB/C gavées
pendant 10 jours et ensuite stimulés en culture avec Sug/ml de ConA et 1,25 ng/ml d’IL-2



CHAPITRE 4 : DISCUSSION

Lb. kefiranofaciens synthétise un polysaccharide, le kéfiran, qui constitue sa
capsule, et qui est également sécrété dans son milieu. Dans le cadre des recherches qui
sont discutées ici, seul le polysaccharide sécrété a été purifié et non celui de la capsule.
Des travaux antérieurs ont permis d’isoler quatre souches de Lactobacillus
kefiranofaciens a partir de grains de kéfir. Parmi celles-ci, c’est la souche INIX qui a été
choisie pour étudier I’EPS, étant donné qu’elle le sécréte en grande quantité par rapport
aux trois autres souches (meilleur rendement 585 mg/l). De plus, INIX se situe dans la
limite supérieure de production d’EPS des bactéries lactiques (LAB) ainsi que des autres
souches productrices de kéfiran, qui produisent respectivement de 45-600 mg/l (De Vuyst
et Degeest 1999) et 57,2-460 mg/l (Mukai 1990; Rimada et Abraham 2001; Frengova,
Simova et al. 2002). Effectivement, la production d’exopolysaccharides par les LAB est
généralement faible et instable, ce qui confére 3 INIX toute son importance, car en plus
de produire des quantités appréciables d’EPS, elle conserve cette caractéristique a travers
les générations. L’instabilité de la synthése d’EPS par les LAB pourrait s’expliquer par la
perte du plasmide chez les LAB mésophiles et par un remodelage ou des délétions
chromosomiques chez les LAB thermophiles, résultant d’une instabilité génétique
(Cerning 1990). 11 serait donc intéressant, dans la continuité de ce projet de recherche, de

vérifier la localisation des génes codant pour les EPS chez INIX, une LAB mésophile.
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Il faut toutefois noter qu’il serait probablement facile d’augmenter encore
davantage la synthése d’EPS par INIX en concentrant nos efforts sur ’optimisation du
procédé de fermentation. Des rendements plus élevés lors de la production du kéfiran
sont en effet rapportés par divers groupes de recherche. Parmi les stratégies utilisées, on
retrouve une durée de fermentation plus élevée (5 a 10 jours) (Micheli, Uccelletti et al.
1999; Maeda, Zhu et al. 2004), I’utilisation d’une vaste étendue de milieux de culture peu
conventionnels (Cheirsilp, Shimizu et al. 2001; Maeda, Zhu et al. 2004), I’ajustement du
pH en cours de culture (Maeda, Zhu et al. 2004) et les co-cultures, le plus souvent avec
des micro-organismes présents naturellement dans les grains de kéfir (Rimada et
Abraham 2001; Frengova, Simova et al. 2002; Cheirsilp, Shimizu et al. 2003).

Il existe également des méthodes de purification permettant d’éliminer les traces
de protéines retrouvées dans I’EPS produit par INIX (1,3 - 3,1% p/p). Cette
contamination pourrait étre éliminée par une méthode de purification subséquente,
comme par exemple la chromatographie échangeuse de cations DEAE (Mukai 1990;
Maeda, Zhu et al. 2004). Toutefois, I’optimisation des méthodes de production et de
purification sont des procédés qui peuvent constituer en soit un projet de recherche et
Iobjectif recherché dans ce projet-ci est davantage la détermination du potentiel
immunomodulateur de I’EPS. Une fois que ce potentiel aura été déterminé, il sera alors
pertinent de poursuivre dans nos investigations et d’optimiser des méthodes permettant
une production accrue et plus pure de 'EPS. La précipitation & I’éthanol utilisée pour
I"obtention de I’EPS est une méthode classique et trés répandue. Comme elle permet une
purification brute, il est normal que le dosage de protéines montre une légére
contamination. Kimmel et Roberts (1998) ont rapporté qu’en appliquant la méme
méthode que celle utilisée pour I’obtention du lot ABE2, ils ont isolé un EPS contenant
1,42% (p/p) de protéines. IIs expliquent que des protéines ont probablement été
entrainées avec I’EPS lors de la purification, mais qu’elles n’y seraient pas attachées et

qu’elles pourraient donc facilement étre éliminées.
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Le fractionnement par poids moléculaire montre que I’EPS produit par INIX est
supérieur & 500 kDa. Ces données corroborent les résultats rapportés récemment par
Maeda, Zhu et al. (2004), qui ont obtenu suite a une chromatographie par perméation de
gel (DAWN-E MALLS photometer) un poids moléculaire de 760 kDa pour le kéfiran.
Un autre groupe de recherche utilisant la filtration sur gel par HPLC (colonne Asahipak
GS-710) rapporte que le kéfiran serait composé de polysaccharides de poids moléculaire
hétérogéne, dont les principaux seraient de 1x10° et 4x10°% kDa (Mukai, Toba et al. 1990).
Le milieu et les conditions de culture peuvent influencer grandement la nature, la
longueur et la quantité d’EPS produits, ce qui pourrait expliquer les différences observées
entre ces études. La chromatographie permettrait de déterminer si INIX sécréte une
population d’EPS de poids moléculaire hétérogeéne, ainsi que celui-ci de fagon précise.

L’analyse élémentaire de I’EPS est comparable & celle rapportée pour le kéfiran
(Shiomi, Sasaki et al. 1982). Toutefois, les analyses HPLC et H-RMN semblent
démontrer que I’EPS produit par INIX est probablement un kéfiran mannosylé. En effet,
PEPS d’INIX est composé de résidus D (+) glucose et D (+) galactose dans une proportion
semblable a celle du kéfiran rapportée par Micheli, Uccelletti et al. (1999) (1 : 1,07 vs 1 :
1,22) et tous les liens qui unissent les résidus dans le kéfiran sont présents dans I’EPS.
Toutefois, ’EPS contient en plus environ 10% de résidus D (+) mannose, ainsi que des
liens entre les sucres supplémentaires (hexose substitué en C2 ou C2 et C6), qui sont tous
deux absents du kéfiran. Nous postulons donc que ces liaisons impliquent des résidus D
(+) mannose et que par conséquent, I'EPS sécrété par INIX serait donc un kéfiran dont la
chaine principale est mannosylée a environ 10%. En partant de cette hypothése, le
branchement du résidu glucose pourrait se faire sur un résidu mannose, car ’analyse H-
RMN a permit de détecter des mannoses doublement substitués, soit en C2 et C6.

Plusieurs groupes de recherche distincts confirment qu’ils ont isolé du kéfiran
parce que leur polysaccharide est composé de résidus D (+) glucose et D (+) galactose
dans un rapport allant de 1 : 0,94 (Frengova, Simova et al. 2002) 4 1 : 22 (Mukai , Toba
et al. 1990; Micheli, Uccelletti et al. 1999), en passant par 1 :1 (La Riviere et Kooiman
1967) et 1:1,05 (Maeda, Zhu et al. 2004). Certains auteurs rapportent que la chaine
principale du kéfiran varie en taille et en composition : penta, hexa ou heptasaccharide,

branché ou non, avec un ou deux résidus, qui sont soit des résidus D (+) glucose, soit D
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(+) galactose. Toutes ces variations peuvent expliquer les différences rapportées dans la
littérature quant au rapport glucose/galactose du kéfiran et par conséquent, notre rapport
1:1,07 au lieu de 1: 1,22 n’infirme pas notre hypothése, soit que I’EPS est un kéfiran
mannosylé. Cette hypothése est également en accord avec les résultats obtenus suite a
I’analyse élémentaire de I’EPS. En effet, étant donné que le mannose est un isomeére du
glucose et du galactose, il posséde la méme formule atomique que ceux-ci et sa présence
n’influence donc pas le pourcentage de chacun des atomes présents dans I'EPS produit
par INIX.

Une fois ’EPS produit et caractérisé, le lot ABE] a été choisi dii a sa pureté
élevée (92% p/p) pour la suite du projet, soit I’évaluation du potentiel immunomodulateur
de 'EPS. En 2001, le groupe de recherche du professeur Daniel Oth, de I’Institut
Armand-Frappier, démontrait que les EPS produits par Lactobacillus rhamnosus RW-
9595M stimulaient I’expression de certaines cytokines, dont I’'IL-12 et I'IFN-y chez les
splénocytes (Chabot, Yu et al. 2001). Afin d’atteindre notre deuxiéme objectif de
recherche, nous avons donc évalué, dans un premier temps, la capacité de I’EPS d’INIX i
moduler I’expression de certaines cytokines in vitro.

Les cellules présentatrices d’antigéne (CPA) deviennent activées suite a
’engagement de certains de leurs récepteurs (PRR) avec des motifs particuliers présents
sur les micro-organismes (PAMPs). Nous pensons que I’EPS pourrait étre reconnu par un
de ces récepteurs, et qu’il pourrait ainsi activer le SI inné de fagon non spécifique, i.e. par
Pactivation de récepteurs qui reconnaissent des motifs particuliers, qui ont été conservés 3
travers ’évolution. L’EPS pourrait se lier au MR qui reconnait les résidus mannoses
terminaux et qui est exprimé sur les macrophages, les cellules dendritiques (CD) et les
cellules endothéliales. Toutefois, le MR n’est probablement pas le récepteur le plus
susceptible de lier I'EPS produit par INIX, car I’EPS n’a pas de portion peptidique ni
lipidique et ne peut donc pas étre présenté sur CMH-II ou CD-1, ce qui est normalement
le cas des complexes ligands/MR intemnalisés. Par ailleurs, le MR ne semble pas
essentiel 4 la réponse immunitaire innée. Effectivement, il a été démontré que les souris
inactivées (knock out) pour le géne du MR ne sont pas plus susceptibles aux infections
fongiques (McGreal, Martinez-Pomares et al. 2004). L’EPS, qui est entre autres formé de

liaisons PB1,6, pourrait aussi étre reconnu par le dectin-1, un récepteur qui reconnait les
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liaisons B1,3 et B1,6 et qui est présent a la surface des monocytes, des macrophages et des
neutrophiles (McGreal, Martinez-Pomares et al. 2004). L’EPS pourrait également se lier
au langerin (CD207), qui reconnait préférentiellement les résidus mannose et qui est
exprimé sur les cellules de Langerhans et les CD de la rate et des ganglions lymphatiques.
La liaison de I’EPS avec le CD207 pourrait donc activer la CPA et provoquer ainsi la
sécrétion d’une gamme de cytokines qui active de fagon non spécifique d’autres cellules
immunitaires, dont les lymphocytes. Cette activation n’entraine toutefois pas I’activation
d’un clone spécifique, car étant donné que I’internalisation du complexe ligand/langerin
ne méne pas 4 une présentation sur le CMH-II, la reconnaissance spécifique par le TCR
ne peut pas avorr lieu.

L’engagement des PRR par I’EPS entraine I’activation des CPA sur lesquelles ils
sont exprimés et conséquemment, la production de plusieurs cytokines, qui rendent
compte de I’activation du SI inné de fagon non spécifique. Afin de vérifier cette
hypothése, nous avons mis une lignée de macrophages murins (RAW 264,7) en présence
d’EPS pendant 24 heures et nous avons ensuite évalué le niveau de transcription de I'IL-
1, une cytokine pro-inflammatoire précoce exprimée par les CPA activées. Nous avons
montré qu’il est possible d’induire la transcription d’IL-1 chez cette lignée cellulaire par
I’ajout de LPS (contrdle +), qui induit une transcription d’IL-1 élevée en se liant au TLR4
présent & la surface des macrophages. Cette liaison entraine I’activation du facteur de
transcription NFxB qui stimule la transcription de plusieurs génes impliqués dans
I’'inflammation, dont I'IL-1.

Aux concentrations utilisées, I’EPS n’induit pas la transcription de I'TL-1. Ce
résultat semble indiqué que I’EPS n’induit pas d’inflammation, mais il serait prématuré
d’établir une telle conclusion avec une seule évidence, surtout en tenant compte de la
méthode de quantification utilisée. En effet, le RT-PCR permet seulement d’évaluer le
taux d’ARNm synthétisé. Hors, les ARNm des cytokines ont une vie trés courte, due a
une séquence d’instabilité (AUUUA), dans leur région 3’ non traduite, instabilité qui
permet une régulation trés fine de la synthése des cytokines par les cellules productrices
(Janeway, Travers et al. 2001). Cette limite nous a orienté a sélectionner les tests ELISA
préférentiellement au RT-PCR lors du dosage des cytokines produites in. vivo chez la

souris, étant donné qu’ils offrent I’avantage de quantifier la quantité réelle de cytokines
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produite. D’autre part, le fait que ’EPS n’induise pas la transcription de I'IL-1 ne
signifie pas nécessairement qu’il ne peut activer les CPA, car celles-ci produisent toute
une gamme de cytokines lorsqu’elles sont activées, dont le TNF-o., I'TL-1, L’IL-6, I’'TL-12
et 'IL-18.

Toujours afin de valider I’activation du SI inné par I’'EPS, I’induction de la
transcription d’une autre cytokine exprimée par les CPA activée, soit I'IL-12, a été
vérifiée par RT-PCR., mais cette fois avec une lignée cellulaire primaire, soit les
splénocytes. L’IL-12 est une cytokine qui stimule, de concert avec I’IL-18, la production
d’IFN-y chez les lymphocytes Tul, les cellules NK et les CD. Ainsi, I’ajout d’EPS 4 [250
pg/mll;, tout comme le LPS et la ConA, a induit la transcription d’IL-12 par les
splénocytes, une population hétérogéne de cellules immunitaires composés de CPA
(macrophages, CD) et de lymphocytes (T et B). Le LPS et la ConA agissent 4 titre de
contrfles positifs, car ce sont deux inducteurs non spécifiques du SI, qui activent
respectivement les lymphocytes B et T. La stimulation de la transcription de I’TL-12
semble indiquer que I’EPS d’INIX est en mesure d’activer les CPA et par le fait méme, le
SI inné, sans nécessairement provoquer d’inflammation. Effectivement, la transcription
de I'IL-1 n’est pas induite, du moins, pas dans un contexte immunologique exempt de
micro-organismes pathogénes.

Dans I’optique d’étudier les propriétés nutraceutiques ou d’ingrédient actif d’un
aliment fonctionnel (ex : le kéfir) tel que I'EPS, il est important de vérifier I’effet qu’il
exerce lorsqu’il est consommé par un organisme vivant et qu’il doive passer par le tube
digestif. Pour ce faire, nous avons élaboré un modéle de gavage de souris BALB/C
femelles, dgées entre 6 et 8 semaines, avec une solution d’EPS 1% (p/v), administrée a
raison de 5 ml/kg/jour pendant 10 jours consécutifs. Suite au gavage, la quantité d’IL-18
a été dosée dans I’iléon, la portion terminale inférieure de I’intestin gréle, par un test
ELISA. C’est la ou la concentration des plaques de Peyer, qui font parti du tissu
lymphoide associé aux muqueuses (MALT), est la plus élevée. Il est possible que les
plaques de Peyer servent de porte d’entrée pour I’EPS, via les cellules M (micropuit), qui
captent les antigénes et les micro-organismes de la lumiére intestinale et les libérent dans
I’espace extracellulaire du c6té de leur membrane basale. L’EPS pourrait donc entrer

dans I’organisme par transcytose, grice aux cellules M, et étre reconnu par les cellules
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dendritiques des plaques de Peyer. Les CD activées sécrétent des cytokines comme I’IL-
18, c’est pourquot nous avons choisi de doser cette cytokine. La figure 7 montre que le
gavage avec une solution d’EPS 1% (p/v) augmente la production d’IL-18 dans I’iléum,
et ce de fagon significative. Il est donc possible que I’EPS stimule les CPA des plaques
de Peyer a produire I’TL-18, ce qui indiquerait une activation du SI inné.

Le fait que I’ajout de ’EPS en culture augmente la transcription d’IL-12 chez les
splénocytes et le gavage a I’EPS augmente la production d’IL-18 dans I’iléum semble
indiquer d’une part, que I’EPS peut exercer un effet imnmunomodulateur, et d’autre part,
que cet effet se situe probablement au niveau du SI inné. Les CPA font le lien entre le SI
inné et adaptatif, en stimulant les lymphocytes. Sachant cela, il serait intéressant
d’évaluer si I’effet de I’EPS sur les CPA s’étend aux lymphocytes. C’est le contexte
immunologique et surtout la nature des cytokines qui détermine le profil de
différenciation des lymphocytes T CD4" en cellule Tyl ou Ty2.

Afin de déterminer si le gavage & I’EPS favorise un de ces deux profils de
différenciation, les cytokines produites par les cellules Tyl (IFN-y) et Ty2 (IL-4, IL-10)
ont été dosées par ELISA dans le surnageant de splénocytes stimulés avec Spg/ml de
ConA et 1,25 ng/ml d’IL-2 pendant 24 heures. Nous avons montré que les splénocytes
isolés de souris gavées a 'EPS (et au B-glucan) produisent moins d’IL-4 et d’IL-10 que
les splénocytes isolés de souris gavées i ’eau. Etant donné que les profils Tyl et Ty2
sont antagonistes, le fait que le profil Tu2 ne soit pas favorisé est une indication que le
profil Tyl I’est. Conséquemment, il serait normal de s’attendre 4 une augmentation de la
sécrétion d’IFN-y par les splénocytes des souris gavées a ’'EPS, ce qui n’est pas le cas.
En effet, les splénocytes isolés de souris gavées a I’EPS (et au B-glucan) sécrétent moins
d’IFN-y que ceux isolés de souris gavées 4 ’eau. Afin d’expliquer ces résultats, nous
proposons le modéle hypothétique suivant.

Les lymphocytes T naifs sont activés par la rencontre de I’antigéne spécifique a
leur TCR, présenté sur le CMH d’une CPA activée. Un lymphocyte T activé sécréte de
I'IL-2, ainst que la troisiéme chaine (a) du récepteur & I'IL-2, qui s’associe au récepteur
de faible affinité (B, y) déja présent 4 la surface cellulaire, formant ainsi un récepteur de
haute affinité pour 'lL-2. L’IL-2 permet la poursuite du cycle cellulaire du lymphocyte

qui peut alors proliférer et se différencier. Aprés 4 4 5 jours de stimulation autocrine, une
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population de lymphocytes T activés effecteurs est obtenue. C’est alors le contexte
immunologique, établi entre autres par les cytokines environnantes, qui détermine la
différenciation terminale de ces lymphocytes, soit dans un profil Tyl en présence d’IL-12
et d’IL-18, soit dans un profil Ty2 en présence d’IL-4, d’IL-6 ou d’IL-10. Nous avons
montré que ’EPS produit par INIX stimule I’expression d’IL-12 et d’IL-18. Nous
proposons donc que I’EPS, en activant le SI inné de fagon non spécifique, favorise un
profil de différenciation Tyl. Cette hypothése est renforcée par le fait que les splénocytes
isolés de souris gavées & I’EPS sécrétent moins d’IL-4 et d’IL-10 que ceux isolés de
souris gavées a I’eau. En effet, ces deux cytokines induisent la différenciation des
lymphocytes CD4” vers un profil Tu2 et elles sont de plus sécrétées par les cellules Ty2
différenciées.

L’IL-12 et I'IL-18 peuvent stimuler la différenciation des lymphocytes T en
cellules Tyl de fagon TCR-indépendante, i.e. sans que la réponse immune soit dirigée
contre un antigéne en particulier. Il est probable que I’EPS d’INIX stimule la production
d’IL-12 et d’IL-18 en activant le SI inné de fagon non spécifique, et que ces cytokines
amorcent le processus de différenciation de toute une gamme de clones Ty0 différents,
étant donné que la stimulation est TCR-indépendante, vers un profil Tyl. Ce mécanisme
a I’avantage d’obtenir des lymphocytes T qui prendront moins de temps a arriver au stade
de différenciation terminale en cellules Tyl lors de leur rencontre avec I’antigéne.

Aussi, 1l faut garder en mémoire que I’EPS a été administré a des souris saines.
Par conséquent, il est normal que ce gavage n’ait pas induit une production d’IFN-y plus
élevée, car I'TFN-y est une cytokine pro-inflammatoire, qui active les macrophages en
augmentant leur capacité phagocytaire, ce qui induit des dommages aux tissus
environnants. De plus, pour réitérer une conclusion établie sur les bactéries lactiques, il
peut étre avantageux de stimuler le SI, mais une activation compléte de celui-ci peut
entrainer le développement de maladies auto-immunes qui sont indésirables (Sander
1993). Des souris malades pourraient par contre bénéficier d’un gavage a I’EPS, qui
pourraient potentiellement favoriser I’établissement d’une réponse de type Tyl robuste,
un pré-requis d’une défense efficace contre les virus et les bactéries intracellulaires (Bot,

Smith et al. 2004).
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De plus, les splénocytes n’ont été cultivés que 24-48 heures, alors qu’une
stimulation a I’IL-2 de 4-5 jours est nécessaire pour transformer un lymphocyte T activé
en cellule effectrice. Récemment, il a été démontré que les macrophages des souris
BALB/C, soit celles utilisées lors des expériences de gavage, expriment des taux d’IFN-y
plus faibles, dus a une expression réduite de STAT4, une molécule signalétique qui méne
a P’expression d’IFN-y (Kuroda, Kito et al. 2002). Cette découverte renforce notre
hypothése, car elle signifie que I’EPS produit par INIX surmonte la tendance génétique
des souris, en engageant leurs lymphocytes dans un profil de différenciation Tyl, malgré
leur engagement naturel dans le profil Ty2. Par ailleurs, certaines études ont montré que
I’ingestion réguliére de certains probiotiques, entre autres des souches de Lactobacillus,
stimule préférentiellement une réponse de type Tul, en augmentant la capacité des
splénocytes murins a produire 'IFN-y (Gill 1998). Les LAB semblent donc exercer un
effet qui concorde avec celui observé suite au gavage avec I’EPS, soit un engagement
vers un profil Tyl. (Kitazawa, Tomioka et al. 1994; He, Morita et al. 2002; Morita, He et
al. 2002).

De plus, notre modéle hypothétique est supporté par le fait que le profil de
cytokines sécrétées par les splénocytes isolés des souris gavées a I’EPS est semblable a
celui des splénocytes isolés de souris gavées au B-glucan, utilisé dans les expériences de
gavage comme contrdle positif. Rappelons que le B-glucan est un EPS reconnu pour son
potentiel immunomodulateur et dont I’action pro-Tyl a été démontrée dans plusieurs
études (Inoue, Kodama et al. 2002; Yun, Estrada et al. 2003; Li, Yajima et al. 2004).
Briévement, le B-glucan augmente l’activité des macrophages, en plus de stimuler la
production de cytokines pro-Tyl (IL-12) et d’IFN-y, une cytokine sécrétée par les CD, les
cellules NK et les lymphocytes CD4" Tyl. Comme le gavage 4 I’EPS et au B-glucan
semble exercer un effet comparable sur les splénocytes murins, il serait légitime de croire
que ’EPS pourrait, suite & une stimulation du SI inné, engager la différenciation des
cellules T vers un profil Tyl.

Le fait qu’un gavage a I’EPS induise un changement au niveau du profil de
sécrétion de cytokines des splénocytes signifie que I’EPS exerce, en plus de I’effet local

observé au niveau de I’1léon, un effet systémique. Maintenant, il reste & déterminer si cet
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effet systémique est dii au passage de I’EPS en circulation. L’EPS produit par INIX est
un polysaccharide de plus de 500 kDa, formé de liaisons B-(1-6), B-(1-2), B-(1-4) et B-(1-
3). L’homme ne posséde pas d’enzyme digestive hydrolysant les liaisons B, a ’exception
de la lactase qui hydrolyse seulement les liens B1-4 du disaccharide lactose, entre le
glucose et le galactose. Conséquemment, si ’EPS est digéré dans notre tube digestif, il
faut que ce soit par des enzymes sécrétées par la flore intestinale. Par contre, il est
possible que 'EPS puisse traverser la barriére intestinale 4 I'aide des cellules qui
permettent le transport des macromolécules, soit les cellules M, les CD et les entérocytes.
En effet, Murofushi, Mizuguchi et al. (1986) ont gavé des souris avec du kéfiran tritié et 3
heures aprés le gavage, ils ont retrouvé du *H dans tous les organes, mais surtout dans les
reins, le foie et le sang. Ces résultats peuvent s’expliquer par le fait que le kéfiran passe
en circulation, malgré son poids moléculaire élevé, par une des voies d’entrée du systéme
digestif, ou encore qu’il est partiellement dégradé par les enzymes de la flore intestinale

et qu’ensuite 1l passe en circulation.
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Perspectives pour vérifier les hypothéses
Afin de vérifier I'hypothése émise sur ’engagement des lymphocytes T CD4"

dans un profil de différenciation Tul, nous proposons une expérience complémentaire qui
pourrait étre réalisée. Suite au gavage de souris BALB/C avec une solution de 5
ml/kg/jour ’EPS 1% (p/v), de B-glucan 1% (p/v) (contrdle positif) ou d’eau (contrdle
négatif) pendant 10 jours consécutifs, la rate est prélevée pour I’isolement des
splénocytes, a partir desquels les lymphocytes T CD4" seront purifiés (Ficoll). Ces
lymphocytes seront mis en culture en présence de ConA et d’IL-2, mais avec en plus une
concentration croissante d’IL-12 et d’IL-18, 2 cytokines pro-IFN-y. L’IFN-y sera ensuite
dosé par ELISA dans le surnageant de culture, aprés 24, 48 et 72 heures. Si le gavage &
I’EPS engage réellement les lymphocytes T dans un profil de différenciation Tyl, les
lymphocytes isolés de souris gavées a I’EPS devraient produire plus d’'TFN-y que ceux
isolés de souris gavées a I’eau, pour une méme concentration d’IL-12 et d’IL-18 ajoutée
en culture. La méme expérience devra aussi étre effectuée avec de I’'TL-4 et de I’IL-10 en
remplacement d’IL-12 et d’IL-18. Dans cette expérience, une cytokine sécrétée par les
cellules Tu2, autre que I’TL-4 et I'IL-10, devra étre dosée par ELISA, par exemple I’IL-5
ou I'IL-13. Notre hypothése pourrait étre confirmée si une concentration plus élevée
d’IL-4 et d’IL-10 est nécessaire pour la sécrétion d’IL-5/IL-13, par les lymphocytes isolés
de souris gavées a I’EPS.

D’autre part, les expériences de gavage ont été effectuées sur des souris saines.
Comme discuté plus haut, I’effet de I’EPS serait certainement plus évident s’il était donné
a des souris malades. Nous proposons donc deux modéles animaux qui permettraient
d’une part, d’infirmer ou de confirmer notre modéle hypothétique et d’autre part,
d’évaluer les effets certainement plus prononcés de I’EPS sur des animaux malades.

La premiére expérience serait basée sur un modéle analogue a I’asthme chez
I’humain. Il consiste & d’abord sensibiliser la souris, pour ensuite provoquer une réaction
antigénique qui induit une inflammation éosinophilique des voies aériennes associée a
une réponse immunitaire de type Tu2, avec production d’IgE spécifiques a I’allergéne
(Delayre-Orthez, de Blay et al. 2004). Il a déja été démontré qu’un traitement capable de

réorienter la réponse immunitaire vers un profil Tyl est défavorable pour le
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développement de I’asthme (Choi et Koh 2002; Choi et Koh 2003). 1l serait donc
intéressant d’évaluer I'impact de I’EPS produit par INIX sur ce modéle animal.

La deuxiéme expérience serait basée sur un modéle d’hypersensibilité retardée
dans une dermatite de contact provoquée par I’oxazolone. Cette maladie est causée par
un recrutement de cellules Tyl qui entraine une inflammation locale, 1a ou 1’oxazolone
est appliquée. Un gavage a I’EPS pourrait, dans ce cas-ci, accentuer le développement de
la dermatite. Par ailleurs, il faut noter que la dose d’EPS administrée, ainsi que le mode
d’application, par exemple intragastrique (i.g.) ou local, peuvent influencer grandement
I’effet de celui-ci. Effectivement, la présentation d’un antigéne a faible dose favorise
habituellement I’activation des cellules Tx2, alors que le méme antigéne peut favoriser
une réponse de type Tyl s’il est présenté a forte dose. De plus, il est possible qu’une
solution d’EPS appliquée localement ait un effet plus marqué que s’il doit passer par le
tube digestif pour ensuite étre dilué dans la circulation, si toutefois il passe en circulation.

Nous avons montré que le gavage avec une Matrice Protéique Malléable (MPM),
composée entre autres de I’EPS présenté dans ce mémoire, exerce un effet anti-
inflammatoire et aide a contrer les conséquences de la dermatite. Ces résultats
démontrent toute I’importante d’étudier I’EPS produit par INIX dans des modéles

animaux de débalancement immunitaire.
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Perspectives d’application

Avec son potentiel immunomodulateur, I’EPS produit par INIX pourrait
facilement trouver plusieurs applications dans diverses sphéres de la santé. Il pourrait
étre consommeé sous forme de supplément, en tant que nutraceutique, ou encore ajouté a
certains aliments, qui pourraient alors étre qualifiés d’aliments fonctionnels, dont
I'ingrédient actif serait ’EPS. En outre, ’EPS pourrait étre consommé en prophylaxie
par des gens qui ont souvent tendance a contracter des maladies virales (ex : grippe,
rhume). En effet, les cellules Tyl stimulent surtout I'immunité cellulaire, en activant les
macrophages, qui peuvent alors plus efficacement éliminer les micro-organismes
intracellulaires comme les virus ou les bactéries intracellulaires. L’EPS pourrait
également servir a stimuler de fagon non spécifique le SI des personnes agées, car il est

connu que notre SI s’affaiblit avec I’dge (Koch, Kempf et al. 2005).
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CONCLUSION

INIX est une souche de Lb. kefiranofaciens qui sécréte de grandes quantités d’EPS, qui
suite aux analyses effectuées, semble étre un kéfiran mannosylé & environ 10% de plus de
500 kDa. Cet EPS peut induire la transcription d’IL-12 chez des splénocytes, lorsqu’il est
ajouté a une concentration de 50 pg/ml au milieu de culture pendant 24 heures. Il stimule
également la production d’IL-18 dans I’iléon de souris BALB/C gavées avec une solution
d’EPS 1% (p/v) pendant 10 jours consécutifs, & raison de 5 ml/kg/jour. En plus d’une
stimulation locale, nous avons montré que le gavage 4 I’'EPS exerce un effet systémique
sur le SI En effet, les splénocytes isolés de souris gavées avec I’EPS sécrétent moins
d’IL-4, d’IL-10 et d’TFN-y que les splénocytes isolés de souris gavées a I’eau, lorsqu’ils
sont stimulés pendant 24 ou 48 heures en présence d’IL-2 (1,25 ng/ml) et de ConA (5
pg/ml). Nous proposons donc que 'EPS, en activant le SI inné de fagon non spécifique
par la production d’IL-12 et d’IL-18, favorise un profil de différenciation Tyl. Cette
hypothése est renforcée par le fait que les splénocytes isolés de souris gavées a I’EPS
sécretent moins d’IL-4 et d’IL-10 que ceux isolés de souris gavées a I’eau. En effet, ces
deux cytokines induisent la différenciation des lymphocytes CD4" vers un profil Ti2 et
elles sont de plus sécrétées par les cellules Ty2 différenciées. Etant donné que ’EPS ne
fait qu’amorcer le processus de différenciation, il est normal que la production d’IFN-y
n’ait pas été augmentée, car c’est une cytokine sécrétée en situation inflammatoire par les
cellules Tyl différenciées. Les souris gavées sont des souris saines non infectées et donc,
elles ne devraient pas sécréter de médiateurs de I’inflammation, 4 moins que I’EPS
induise ce processus, ce qui ne semble pas étre le cas. Cette affirmation a été confirmée
par le fait que ’EPS ne stimule pas la transcription de I'IL-1, une cytokine pro-
inflammatoire, lorsqu’il est ajouté au milieu de culture des RAW 264,7 a pendant 24
heures a une concentration finale de 1 ou 10 pg/ml.

Les travaux présentés dans ce mémoire ont donc permis d’identifier plus précisément la
nature de ’EPS produit par INIX. De plus, il a clairement été établi que cet EPS posséde
une action immunomodulatrice, dont les modalités d’action commencent a étre définies.
Effectivement, ’EPS pourrait initier la différenciation des lymphocytes T CD4" vers un

profil Tul. Toutefois, il reste encore des expériences complémentaires a faire pour
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confirmer cette hypothése, dont certaines sont présentées a la fin de la discussion. Dans
le cas ou ces expériences confirmeraient notre hypothése, I’EPS d’INIX pourraient avoir
de nombreuses applications pratiques dans différents domaines des industries alimentaires
et pharmaceutiques. Somme toute, il est évident que I’EPS d’INIX posséde un potentiel

immunomodulateur intéressant,
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ANNEXE 1 : Milieu RCW (Rogosa Cheese Whey)

500 ml Perméat de lactosérum déprotéiné (recette ci-dessous)
30g Rogosa SL Broth Difco
660 pul Acide acétique glacial

Bouillir 4 minutes a 121°C a ’autoclave.
Entreposer a 4°C.

Le milieu doit étre a température piéce pour I’inoculation.

Perméat de lactosérum déprotéiné

625¢g Poudre de perméat de lactosérum

Diluer dans I’eau distillée pour obtenir un volume final de 1 L, dans une bouteille avec un
tuyau, recouverte d’un bouchon en mousse.
Bouillir 10 minutes & 121°C & I’autoclave pour dénaturer les protéines.

Filtrer sur papier Whatman No.1 afin d’éliminer les protéines précipitées.
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ANNEXE 2 : Dosage des protéines (Lowry)

Solution 1 : NazCOs 1 M dans NaOH 250 mM
106g Na,CO;
lg NaOH

Diluer dans un volume final de 100 ml d’eau distillée. Filtrer et conserver a TP,

Solution2: A+B(1:1)
A CuS0,4.5H,0 0,2% (p/v)
B: Sodium potassium tartrate 0,4% (p/v)

Solution3 :  Folin: HO (1:3)
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ANNEXE 3 : Eau DEPC

100 ul diéthylpyrocarbonate (DEPC)*

1L eau déionisée

Sous une hotte chimique, diluer le DEPC dans I’eau déionisée pour obtenir une
concentration finale de 0,01 % (v/v).

Incuber 18 heures a 37°C.

Autoclaver pour inactiver le DEPC et entreposer a TP.

*Le DEPC est conservé dans un pot de métal contenant des billes asséchantes, afin

d’empécher I’humidité de réagir avec le DEPC, qui peut alors exploser.
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ANNEXE 4 : Transcription inverse
(ProtoScript™ First Strand cDNA Synthesis kit de NEB, Cat No. E6500S)

Solution1: 2ul amorces universelles dTo;
4l dNTP

Solution2: 2 pl tampon 10x pour I’enzyme M-MuLV
1 ul inhibiteur de RNase
1l transcriptase inverse M-MuLV

A 10 ul d’ARN, la solution 1 est ajoutée (6 pl) et le tout est incubé 5 minutes 4 70°C.

La solution 2 (4 pl) est ensuite ajoutée, suivie d’une incubation de 1 h 4 42°C.



Solution 1 :

Solution 2 :

1,25 pul
1,25 pul
1,25 ul
1,25 ul
0,50 ul
1,25 ul
5,75 ul

1,25 pl
0,25 ul
0,20 pl
9,55 ul
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ANNEXE § : PCR

amorce forward GAPDG

amorce reverse GAPDG

amorce forward spécifique (IL-1 ou IL-12 murines)
amorce reverse spécifique (IL-1 ou IL-12 murines)
dNTP a 10 mM chacun

de tampon 10x pour la Taq

eau distillée

tampon 10x pour la Taq
Tween 20 & 5% (v/v)
Polymérase Taq a 5 U/ul

eau distillée
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ANNEXE 6 : Gel d’agarose 0,9% (p/v)

Petit gel Moyen gel

45 125 ml TBE 1x (recette ci-dessous)
0,41 1,125 g Agarose
45 + 220 125 + 1700 pl Bromure d’éthidium (BrEt) (recette ci-dessous)

Dissoudre I’agarose dans le TBE en chauffant une minute (ou deux) au micro-onde dans
un Erlenmeyer recouvert d’un bouchon en mousse.

Lorsque la température est redescendue autour de 60°C, ajouter 45 pl (ou 125 pl) de
bromure d’éthidium 1000x.

Couler le gel dans un moule pour petit gel dont les extrémités ont été fermées avec du
ruban adhésif.

Glisser un peigne de 8 puits (ou 2 peignes de 20 puits chacun) dans le gel et laissez-le
figer.

Une fois le gel figé, retirer le peigne et le ruban adhésif et déposer le gel et son support en
plastique dans une cuve a électrophorése remplie de TBE 1x (220 ml + 220 pl de BrEt
1000x ou 1700 ml + 1700 ul de BrEt 1000x).

Appliquer 100V pendant 1-1h15. Prendre une photo du gel au lecteur Gel Doc 1000
(Bio-Rad).

TBE 10x

108 g Tris [890 mM J¢

S55¢g acide borique [890 mM J¢

40 ml EDTA 500 mM pH 8,0 [20 mM ] (recette ci-dessous)

Diluer dans I’eau distillée pour obtenir un volume final de 1 L.
Filtrer sur 0,22 pm sous pression pour éviter les cristaux qui entraineraient la
cristallisation de la solution, qui est prét de la limite critique de dissolution.

Conserver a TP.
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TBE 1x
Dissoudre le TBE 10x dans I’eau distillée 1/10. Conserver a TP.

Bromure d’éthidium 1000x

50 mg bromure d’éthidium
100 ml eau

EDTA 500 mM pH 8.0

186,1 g Na;EDTA x 2H,O

Dissoudre dans 800 ml d’eau distillée et ajuster le pH a 8,0 avec du NaOH 10 N. Le
EDTA se dissous environ a ce pH, donc la dissolution est assez longue.
Compléter le volume 4 1 L avec de I’eau distillée.

Conserver a TP.

Tampon de chargement pour I’ADN 6x

0,25% (p/v) Bleu de Bromophénol 500

0,25% (p/v) Xyléne cyanol 5000

20% (v/v)  Ficoll 400 dans I’eau (ou 30% (v/v) de glycérol dans I’eau)

Conservera TP.

Standard de poids moléculaire d’ADN (kb ladder)

10,0 ul Ladder 1 kb+4a 1 pg/ul

10,0 ul TBE 10x

16,7 pl Tampon de chargement 6x Maniatis No.2
63,3 ul H,0

[ladder)s=0,1 pg/ul

Conserver a -20°C.
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ANNEXE 7 : ACK
1,008 g NaHCO;
829 ¢ NH,CI
0,037 g EDTA

Dissoudre dans 400 ml d’eau distillée et ajuster le pH & 7,2 avec du HCI 1N.
Compléter le volume a 500 ml avec de I’eau distillée.
Filtrer pour stériliser avec un filtre 0,22 pm

Conserver a 4°C.



ANNEXE 8 : Amorces

Toutes les paires d’amorces chevauchent deux exons du géne amplifié.
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La formule utilisée pour approximer la Tm est la suivante : 4(C+G) + 2(A+T)

Forward : 5 CCTTCATTGACCTCAACTACAT
Reverse : 5 CCAAAGTTGTCATGGATGACC
Fragment amplifié : 350 pb

IL-1o murine
Forward : 5’ CATCTCTCTCTGAATCAGAAATCC
Reverse : 5’ GCAACTCCTTCAGCAACACGG

Fragment amplifié : 553 pb

IL-12 p40 murine
Forward : 5° TTGTAGAGGTGGACTGGACTCC

Reverse : 5 GATGATGTCCCTGATGAAGAAGC
Fragment amplifié : 598 pb

3’

3’
3’

3’
37

Tm = 62°C
Tm =62°C

Tm = 68°C
Tm =66°C

Tm = 68°C
Tm = 68°C






