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telangiectasia mutated and Rad3 relajed EGFR: r ®cept eu («Epidermal 6 EGF
ATRIP : protein intéragissant avec la pite growth factor receptos)

ATR («ATR-interacting proteir») EHEC : E. colientérohémorragique

BER : réparation par excision des bases ( EIEC : E. colientéroinvasive

base excision repai) EPEC : E. colientéropathogéne

BFP: pilus formant des faisceaux bndle ER : énoytréductase

forming pilus ») ETEC : E. colientérotoxigénique

BIR: réplication induite par cassure lkeak FISH: hybridationin situen fluorescence
induced replicatiom) GALT : tissue lympoide assoeié tube digestif
BRCAL: cancedu sein 1 (doreast cancer #) (« Gut-associated lymphoid tisswég

BRCT (domain) (domaine) C terminate de hcdh : hydroxyl-acy-CoA déshydrogénase
BRCA1 («BRCA1 C Terminus») Hop 2: «Hsp70Hsp90 Organizing Proteins2
CDB : cassure doublbrin HR: recombinaison homologue

CFA : antigéne de facteur de colonisation IEL : lymphocytes intraépithéliaux

(« Colonization factor antigesn) IgA: immunoglobulineA
gxlbA: souche mutante pour le géokA de IL : intedeukine
E. coli IRIF: foyers radieinduits («irradiation

induced foci»)
CSB: cassure simplerin KS: kétoacyk synthase
DAEC : E. colia adhésion diffuse KR : kétoacyk réductase
21



LB : bouillon de lysogénie (kysogeny
broth»)
Lgr5 : récepteur couplé aux protéines G

contenant une séquence repétée riche en
leucine 5 & Leucinerich repeatontaining G
protein coupled receptor § »

LT : entérotoxine thermolabile

MDC1: médiateur du point de contréle 1 («
mediator ofDNA damage checkpoint protein 1

»)

Mdn1l: « midasin homolog %

MLEE: analyse des isoenzymes par
electrophores  («  Multi-locus  enzyme
electrophoresis)

MLST : « Multi-Locus Sequence Typing
MMR : mécanisme de réparation des

mésappariements Mismatch repais)
MNEC : E. colia méningites néonatales

MOl : multiplicit® doinf

Mrell: protein 11 de recombinaison
méiotique («Meiotic Recombination protein
11»)

MRN: complexeMRE11-RAD50-NBS1

Nbs1: « Nijmegen Breakage Syndrome protein
1»

NER : réparation par excision des nucléotides
(« nucleotide excision repai)

NHEJ :

homologues< (non-homologous engbining »)

jonction des exémités non
NGS: sérum normal de chévre

NRP : peptide non ribosomique

NRPS: synthase de peptide non ribosomique
ORI : origine de réplication unique

Pb: paire de bases

PCP: peptide porteur derotéine (« peptidyl
carrier proteir)

PFA : paraformaldéhyde

PIKKS:
related kinases)

(« phosphatidylinositeB  kinase
PKS: polykétide synthase

PM : poids moléculaire

Pol: polymérase

ROS:
(«reactive oxygen specie$

esp ces r®acti ves
RPA : Protéine de Réplication A feplication

protein A»)
SDSA: « synthesigdependant strand
annealing»

Ser: sérine

ShET1: entérotoxinade Shigella 1

SL : synthése translésion

SM : saline magnésium

BMCHL: i

chromosome proteinsi

o ¢structural maintenance of
SSA: appariement entre simples brins

ST : entérotoxine thermostable

TdT : déoxynucléotidyl transférase

TE : thioestérase

UPEC : E. coliuropathogéne

UV : ultraviolet

Wwnt
WT : sauvage (« wild type)
XLF: (« XRCC4like factor»)

XRCC4: X-ray repair crossomplementing

: «wingless »

protein 4
53BP1
proteirtl »)

9-1-1: complexeRad9pHuslpRadlp

(« tumor suppressor p5Binding
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ETUDE DE LOEFFET MUTAGENE LORS DOUNE COLONI
PAR UNE SOUCHE DEESCHERICHIA COLI PRODUISANT LA COLIBACTINE

Résumé: Escherichia coli(E. col) e st | 6une des princip-ales b
colonisatrices du tractus intestinal du nouveéu Au sein de cette espece bactérienne
ubiquitaire, certaines souches possedent un fi@tomique pks regroupant les génes

per mettant |l a synth se doéumgne qxdih des cassurese , | a
doubleb r i n d dn vitr@ damsbies cellules eucaryotes en cultureiretvivo dans les

cellules intestinales. La période néonatale est une période critique au cours de laquelle

| 6®pi t h®l ium intestinal est d-dolonesatrices.mAdim t e X[
déoexami ner |l es cons®quences decolilcanmensaleso ni s a't
produisant la colibactine, les objectifs déteetudeont été (1) de détminer la fréquence de

mutation dans un gene rapporteur mobilisabtgl)( intégré dans le génome de cellules
eucaryotes infectées par une soucheEdecoli portau s e de | 0  Ipkgt(2) de®n o mi g
cartographier dans un modele de colonisation néonatale les sites de contact bactéries/cellules
ainsiqud es cel lules dont | 6ADN a ®tdmémad pmemang ®.
de montrer une augmentation sigrative de la fréquencele mutantchez les cellules

infectées par les bactérigkst, et de constituer une banque de géciésmutés dont le
séquencage permet de caractériser la nature des mutations induites par la colibactine. Mon
travail a également msn évidenceén vivo la distribution spatiale dynamique des dommages

| 6 ADN, des gl andes demsurfacgen fonctioh dusliéveloppeast | 6 ®p i

de | a muqueuse intestinale. Loensembl e de
mutageneser ®s ul t ant de | 6acqui si tk adi prod@sant dat a |l e
colibactine.
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MUTAGENIC EFFECT FOLLOWING NEONATAL COLONIZATION BY A
COLIBACTIN -PRODUCING ESCHERICHIA COLI STRAIN.

Abstract: Escherichia coli(E. coli) is one of the first commensal bacteriwwmlonizing the
intestinal tract of newborns. Within this highly versatile and ubiquitous bacterial species,
some strains carry a genomic islgiigcontaining the genes involved in the biosynthesis of a
genotoxin @med colibactin. This toxin induces DNA douiskeanded breaks both vitro in
cultivated eukaryotic cells and vivo in rodentintestinal cells. The peripartum period is a
critical period during which the intestinal epithelium could be directly exptsédiese early
colonizing bacteria. In order to examine the consequenct® oeonatal colonization by a
colibactinproducingE. coli strain, the objectives of this project were (1) to determine the
mutation frequency in a reporter geradl), integratedinto the genome of eukaryotic cells
infected by gokst+ E. coli strain and(2) to map the contact points between bacteria and the
intestinal tissue, and the DN#amaged cells in a model of neonatal colonization. Generation
of mutantcll allowed us to showa significant increase afll-mutant frequency in cells
infected bypkst+ bacteria, and to constructcdl-mutantgene library of which sequencing
permit to characterize the nature of colibadtiduced mutations. Our experiments have also
put in lightin vivo dynamic spatial distribution of DNA damage, from intestinal crypts to
surfaceepithelium, in relation to the developmental stage of the intestinal mucosa. This work
establishes a basis for the study of mutagenesis resulting from neonatal acquisdion o

colibactinproducingE. colistrain.
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Introduction

Escherichia coli(E. col) est une bactérie ubiquitaire déeres intestinales rfiicrobiote

humaines et animalé&aper etal., 2004) Au cours des premiers jours de viette bactérie

colonise rapidement et massivement le tractus digestif du noméeativec plus de f0

bactéries par gramme de fecescolid omi ne | e mi crobiote jusqud”-

anaérobies strictes (> 8 jourd)enders edl., 2006; Tenaillon edl., 2010) Par la suite, elle se

mai ntient de fa-on durable dans |l e microbio
aéreanaérobie facultativenajoritdare de la flore sous dominan{Blowrouzian etal., 2003)

La plupart desE. coine provoque pas de ppattignod l@ fipiee c he
commensalgTenaillon etal.,, 2010) Néamoins, E. coli est une espece bactérienne tres

pol ymor phe. L a grande plasticit® de son g
génétiques mobileplasmidesilots génomiqug phages i n t ®)gdonb aertains pértent

des facteurs de virulence.

En2006, | 6®qui pe a d®couvVver pksreégwant Isst ggmes e d e
permettant | agénstoxinendmméeecolilbb&tindhN@ugayrede etl., 2006)

L 61 nf iavttoidecellules en culture avec déscoli pks- induit rapidement (4 heures)

des dommages ~ | 6 ADN eucaryot e. En r®ponse
un réseau de @nalisation complexe qui organise une réponse plurielle incluant un contréle du
cycle cellulaire aux points deontréle une régulation de la transcription et une stimulation
des m®cani smes de r ®paration de | 6ADN.

L6OADN peut °tr e endasnallangd® ladiraplemodifitaiiop dedase du a

de nucléotide aux lésions hautement cytotoxiqudsstejue les réticulations int@ins et les

cassures doublérin (CDB). Désla détectiondu dommage, les protéines de réparation
sbassembl ent rapi dement en suivant loacale or dr
dynamiqueDans le cas deSDB, la phosphorylaon des histones H2AX sur largge 139 est

une ®tape cl| ® daotessus. bes histoné#2aX phosphorgléeappelées p r
histones 2-H2AX, représenterdinsi des marqueurs sensibles et rodmisles sites de coupures
doublebrin. Une cellule qui a accumulé une grande quantité de dommages sur son ADN peut

entrer dans un état deort cellulaire programmée (apoptpse s ®n e s ) Bindese , e
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mécanismes de réparati@xistent, ils ne sont pas infaillibles. L&DB persistantes ou
incorrectement réparées peuvent conduire a des mutatiosggén et a des aberrations
chromosomiques @étion, translocatigrperte de chromosome, état de polysonig .

Lors d'une infection a faible dose avec #&e<oli produisant la colibactine, peale cellules

entrent en apoptos€es cellules ®moi gnent doune r®ponse aux di
du ®e . Toutefois, |l a persistance de foyers d
qui récapitulent la divisiorgt plus tardivement des remaniements chromosomiques, indique

| 6®mergence fr®quente doéune i nst génetigued) ® g®n
suite 7 | G dablpscadentratioande colibactindCuevasRamos efal., 2010)

Les rayonnements ionisants et certains composés cytotoxiques sont connus pour causer des
casswes doublebr i n et des mut ati ons, comme | es ra
Contrairement ° <ces deux agent s, |l e mode doe

colibactine reste a déterminer.

In vivo, E. coli dominele microbiote intestinal I@r de la période néonatale, moment ou la

barriére intestinale est en maturation et vulnérable aux agressions extérieures. Des travaux
r®cents du | aboratoire indigquent qudau cour s
chez les rongeur$a naissace correspondant a)JOesE. coli primo-colonisatrices produisant

|l a colibactine sont capables déinduire des
(Payros eal., soumig . Des aberrations chromosomiques s
intestinales chez les rats adultes, suggéeantise enplacd 6une i nstabilit® c

et une perte dohoam®osttOasgei sbhbs@®opkiideda at al e
coli. Cette instabilit® c¢chr omos o mide metatiopsour r ai
g®n®t i ques ° | 6orideilme pdeoglésai bnatdibaam e@tr/oa
LO6i mport anc eetoy gualitativie tda tportage asymptomatique des souches
produisant la colibactine suscite donc de nombreuses interrogatiorla pathogénicité
potentielle de ces bact®ries g@®ancet alagrec@glu e s ,
sporadiqugHope etal., 2005; Lax, 2005)En effet, les souches commensale&deoli pkst+

sont ubi gqui tduimicrebdiome (A@Nado anicrgbsote) intesén déiserdi vi du
bonnesantétper mi s par exempl e deksd®ezcprers | s 40 %

eux (Kurokawa etal., 2007) tout particulierement chez les enfants et les nourrissons. En
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effet, une étude menée sur 197 nouwvedés par une pédiatre du laboratoire a montré que
54,3% des nouveaés de 3 jours hébergeaient au moins une souclie deli dont, pour

29% n=3) doéentre eux, u n epks Paywsetak soyymyr Dedagos e  d e
remarquable, toutes les souches=deoli produisant la colibactine appartiennent au groupe

phylogénétique B2, le plus fréquemmeassocié au cancer coloredauc et al., 2013)

Compte tenu de | 6i mpact potenti el dEGaoine col
produisant la colibactineette étudea e u p o ur analyser les effets mtdggnesidé a

la colibactine en termes de fréquence de mutation et de nature (spectre) des mutations
produites; et (2) de cartographier les sites de contact bactéries/cellules et les cellules dont

| 6ADN a ®t ® e ndo mmeaolp@satidrandomatalen mod | e de ¢
Pour l a premi re partie de cette ®tude, j 6a
culture permettant de quantifier et de décrire les mutations générées par un carcinogéene sur un
géne rapporteur. Ce systeme utilise fibsoblaste de rat dont les chromosomes ont intégré

de multiples copies doéun ®| ®me n test goBstri@tai q u e
partir dug ®n o me du b a ket mutationspsht seregistréesus le locuscll. La

sélection des phages estlisée en fonction du $te& mutationnel de la protéindlcqui est
déterminante dans la commutation entre les cycles lytique et lysogénique. Parallélement a

| 6®val uati on des fr®quences de mut ant s i nd
mutagene de r ®f ®r ence (bl ®omyci ne, rayonnement
mutés sucll. Léanal yse doeuscll sugegnuéean cpeesr ndiess leséyped ®t e r m

de mutations occasionnées par la colibactine et deoeparer a celles générépar les
autres agents mutagénestésd o n t | es mo d eigux abrnasc Ltes résnltats de n t
cet essai de mutagenese incitent a étudier le potentiel mutagene de letinelibaez des

rongeurs BigBlue transgéniques pour le systeme rapporteur.

Afin de localiser les cellules génétiguement arisquavo, j 6 ai vi suali s® | es
entre les colibacilles et les cellules intestinales, chez de jeunes sourdec&ux 21 joursa

| 6ai de doébun mar quage e imsithdpacifiqueedsde. eoh. Ereeffgi,ar hyt
|l es effets cytopathiques | i ®s ~ |l a colibact

bactérie, du moinm vitro.
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Dans ce méme modéle murin de nouvaés colonisés par une souche génotoxiqué&.de
coibou par un mutant i sog®nique ne produi sant
des cellules intestinales présentant des cassures double-R2AX positives) en fonction

du stade de développement de la barriere intestinale. La quantifidatioas lésions pour

chaque compartiment de la muqueuse (épithétensurfaceépithélium glandulairdamina

proprig souligne la complexité des relations entreHesoli pks et leur h6te au cours du
premier mois de vie. Les cellules bordant la lumidesglandesde Lieberkiihn, dont les

cellules souches intestinales, semblent particulierement a risques génétiques.
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Partie 1. Synthése bibliographique

Hébergeant environ 10W0 milliards de bactéries, notre tractus digestif estvénitable
écosysteme microbierCette population bactérienne intestindf microbiote intestina)
sbacqui ert " | a nai s s an cda nodresgonlia strudtuéeeenla i r onn

diversité microbiennese stabiliset v e r &ge de 8 ans edéterminent les fonctions de cet

organe a partenterd s sa mise en place, un r ®el di a
endosymbiotiques et | eur h?'te. Ces ®changes
intestinaket | 6 ®qui |li met @i gesti f de

Avant doé®t udi éactérie @tabliegar &8. codi produisant la colibactine, ce

chapitre présentergpremierement la mise en place de la barriere coliqgue et de la flore
intestinale lors de la période périnataluis, nous parlerons des grandes généralités du genre
bactérienE. coli et replaceront les bactéries produisant la colibactine au sein de ce groupe.

Afin de mieux comprendre les conséquences induites par cette toxine, nous détaillerons les
voies de signalisation déclenchées enésanismes de réparation actigtite & un€DB de

| 6 ADN. Enfin, l e principe de | 6essai de mut

compréhensiodes résultats exposés

Chapitre 1. Le développement de la barriere colique chez la souris

Lors de sa colonisatiork. colis 6 ®t a b | tbton, €t plassprédisément dans le gel de
mucus(Chang etl., 2004) Anatomiquement, le cblonaussi appelé gros intestirfait suite

| 6i nt e s tacum etgse teriniee er avantadu reatum (Figore

Le tractus di gestif est responsabl e; dad e I O
| 6absorption dobéeau;,, etdidea sl ®| idneinonadigéraesm ednet ss

Situéentre lea& um et l e rectum, |l e c*lon (ou gros
do®l ecdtde | witteami nes qubéil tire des r®sidus a
en mati res vou®es " | 6®l i mination.
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-bouche

glandes salivaires

cesophage

estomac

Colon transverse
Colon ascendant

Coélon descendant

gros intestin

anus

Figure 1. Place anatomique du cbdlon dans le systeme digestifez la souris
Le cblon, ou gros intestin, se situe entredegm et le rectum. En fonction de sa position anatomique,
on distingue trois portiond( c6téproximal a dista) : le cdlon ascendant, le cblon transverse et le

cOlon descendant.

Comme le reste du tractus digestif, le célon est formé de cing tuniques concentriques (Figure
2) que | adulumemenniapériphérie)

-unemuqueusec onsti tu®e doéun ®pith®l i ulachemm@é s ant
chorionou lamina propria

- une musculaire muqueuse (ou muscularis muca® trés fine compost de fibres
musculaires lisses

- une sousmugqueuse conjonctive qui contient des vagmix sanguins efles vaisseaux
lymphatiques. On y trouve égaleménplexus nerveux de Meissner

- une musculeuseépaisse composée de deux couches de fibres musculaires lisges
couche circulaire interne et une couche longitudinale externe. Cesutggues sont séparees
parlepl exus myent ® i que dOéAuer bach

- une séreuse qui correspond a un épithélium simple recouvrant un tissu conjonctif.

Précisément, cette séreuserespond ateuillet viscéral de la séreuse péritonéale.
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Figure 2. Structure architecturale du c6lon en couches concentriques.

De

| i nt ®r fiearule céloneest sompodealaumiges. la muqueuse da lamina propria)

limitées par la musculaire muqueuse, la musculeuse et la séreuse.

Du c6té luminal, les intestins sont tapissés par un gel de mucus qui constitue la niche

écologique pricipalede E. colidans cet écosystéeme.

Par ailleuaspllupart des interactions

établies entr&. coliet son hlte se r ®aeniilisuextérieud(lalumidree r f a c
intestinale) du mil i eu simet ®r ileduea x c(eepntsiecomb | ke ¢
surface) mat®rialis® par | 6®pi th®Iium intest
L6®pith®lium intestinal est | 6une @éeasx barr |

agressions extérieur€su etal., 2012) Avant de décrire davantage la structure histologique

du cblon et de son épithélium, précisonslg sont les moyens de défemsis en place au

niveau de la barriére intestinale.

1.1.Les défenses de la barriére intestinale

Léintestin a pour fonctions premi res dobass
| 6assimilation des nutriments. N®anmoi ns, I
pri mordi al eagseéspposantddaukgi ne ext ®rieure.

33



Lointestin est dou® doéune motilit® p®ristaldt
les bactéries. Ces mouvements freinent le développement des bactéries et empéchent leur

adh®r ence ~ | 0 ®paniguer@présentane pré&recte lignd de défensm ®

Essentielle ™ |l a digestion et | 6absorption,
qgui sooppose © | 0i mplantation de (@htandvaed | es &
MacNaughton, 2010) Suite ~ | 6ingestion de bact®ries

commence entre les nouvallarrivantes et le microbiote intestinal résident. Chaque bactérie
cherche a capter les nutriments indispensables & sa croissah@ehetpper aux dangers

repr ®sent ®s par | es substances mi crobici de:¢
effecteursde la réponse immunitaire. Les bactéries de la flore, premiéres arrivantes, occupent

enmasselai che ®c ol og ethaneficiathtade det@avantage st i n

Comme mentionn® pr ®c®demment , | 6®pi t h®l i um
plupart de agents infectieux. Les défenses mises auneppar la barriere épithéliale sont

triples L6 ®t a n ¢ h @b teluleseépithaliadesst permise par des jonctions serr§as

évitent la diffusion intercellulaire de molécules et de microorganigiwasov, 2012) Les

mi croorgani smes, sOi | s tcppturés damsrun gdl de moooid quial i@ m
recouvr e (LiévinyLe Nohl@ddiServim, 2006)emu c us p ar minatiagnpe = |
de certains pathogénes contientdes substances antimicrobiennes et des inoglobulines

A sécrétoire®t il favorisel 6 ®1 i mi nati on du contenu | uminal
Paneth,situéesau fond descryptes de Lieberkiihn sécrétent de nombreusssbstances
antimicrobiennes (lysozymegéfensines cryp?d.iPareis les célules composant

| 6®pi t h®l i um, on rencontre parfois des | ymptl
100 entérocytes) qui appaminent a la quatrieme ligne de défense | 6 i mmuni t ® mu
intestinale(MontufarSolis etal., 2007)

La muqueuse intestinale est associée a un tissu lymphoide secondaire communément appelé

GALT («Gut-associated lymphoid tisswg. Du fait de la superficieonsidérablel e | 6i nt es't
(de | 6or df®hedze 1360h00 mme ) , | eympBdide Te plessdtendl 6 or g a
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regroupant pres de 80% des cellules immunitaires. Il est divisé en différents sites dits

effecteurs ou inducteurs selon leale dans leséactiongmmunitaires.

Les sites inducteurs regroupent différentes structukes follicules lymphoides isolés, les
plaques deP ey er et | es ninaseh®riguesy @gs hisstsilygnpheides sont
d®t er mi nants dans | a mise en pl ackhesabiens r ®po

immunogénes ou tolérogenes.

Les sites effecteurs sont des infiltrats de cellules immunes plus ou moins densesa Dans |
lamina propria on retrouve des lymphocytes CD& CD4, des macrophages, des cellules
dendritiques, des mastocytes, déssmocytes a lghet trés peu de polynucléaires chez les

individus sans pathologie intestinale. Le deuxieme site effecteur est formé par les IEL.

La flore bact®rienne participe activement e
éduquant les lymphocytés naifs, en induisant des facteurs proinflammatoires ou encore en
favorisant une r ®p ons eintdrleukin®(fL)ol et la stimyaticmdels a pr o
lymphocytes T régulateu(€astreSancheand MartinVilla, 2013).

A la naissance, la muqueuse intestinale est encore trés immature et vulnérable. Les différentes
lignes de défense se mettgmbgressivemenen place au cours des premieres semaines de

vie. Le développement et la maturation de la barriere épithébaledesvenemersclés de

la santé du noveauné On distingue quatre lignées de cellules épithéliales dérivées de
cellules souches, situéesfand des cryptemtestinalesPar division asymétriquene cellule
souchentestinaledonnenaissance ane cellule souche qui maintient le réservoir souche et a

une cellule prog®nitrice qui migre | e | ong
progéniteur se différencie soit en cellule épithéliale absorptive (entérocytes), soit en cellules
sécrétoires (cellulesaliciformesa mucus, cellules entéroendocrines, cellules de Pajvetin)

der Flier and Clevers, 20Q9)
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l2Composi ti on citélilmucbliguer e de | 6®p

La muqueuse coliquse présente commeépithélium unistratifié prismatique bordaf

lumiére intestinale t q u i s 0 lamamiaagpropria. Celtta architecture en cryptes est
parfois interrompue par des formations lymphei@aque de Peyer, follicules lymphoides).

Bien que continu, on distingue deux épithéiscoliques selonleur localisation histologique

L épithélium de surface est composéprincipalement de cellules absorbantes (ou
colonocytesou entérocytes coliquest de cellules caliciforme®u cellules en gobeletCe
tissujoueun r 1l e majeur dans |l a physiologie de |

lymphocytes intraépithéliaux logés entre les colonocytes.

L épithélium des cryptesest plus hétérogeneais trés structur@-igure 3. Dans la portion
supérieure des cryptespté luminal, on y retrouve quelquestérocytes et des cellules a
mucus plus nombreusesainsi que des populations plus rares comme les cellules
entéroendocrines et les celluls hoypes 6u « tuft »). Cette région luminale des cryptes, ou

les cellules ne peuvent plus se diviser et poursuivent leur différentiation, constitue une zone
de maturationJuste awdessousdans la zone basalen observe une populatiarniche de

cellules transitoires a division rapide. Trés proliférativesshez la souris,ces cellules

progénitrices réalisesta 6di vi si ons | or s d o0 produiseydel6ea32d e 12
cellules épithélialeq u i progressent vers | ae zlomensembnad L
lignées intestinalesels cel | ul es souches se situent - |
entre des cellules s®cr®toires qui jouent ul

gréle. Ces cellulescPanetHike » sont essatielles au maintien de la niche des cellules
souchegqui compte environ u; quinzaine de cellulgsar crypte.Une deuxieme population
souche a été décriteocalisées en position+4 » (la position «Q » correspondant au fond de

la cryptd, ces cellulegonstituraientine réserve de cellules souches intestinales.
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Figure 3. Architecture générale
< Entérocyte débune crypte intestin
—— ( D6 a Barkes et al.,, 2010)
entéroendocrine [ - Cellule L 6 ® p | t h ®| | u m C 0 | | q u
\j caliciforme . , . ,
3 s s tres structug qui résulte de
_ | 6®vol uti on coordon
Cellules transitoires
en prolifération différentes lignées cellulaires au
&
cours du temps et d
Cellules souches +4 T ! i
Compartiment des
cellules souches basales L

1.2.1. Les cellules souches intestinales

L6®pi t h®I sesingulariselpar tauapidité de son renouvellen@ntissy soumis a

doéi mportantes contraintes mecassiteadP® eeesquec hi mi
entierement renouvetéus lesl a 5 jours chez les mammifer@jqurschez la souriss jours

chez | 6(Maorenamd lemischka, 2006 e temps de renouvellement est déterminé par

la durée de migration des celluiesestinales depuis le compartiment bagalu s dawsuface

luminale Dans certaines conditions pathologiqués.e renouvel |l ement de
intestinal peut étre ralenti(ex: malnutrition) ou accélérée(ex: inflammation de la

mugqueuse)

Lescellulessouches ~ | 6origine de |lirdestimadessenditleet de s
dans larégionsbasale ds cryptesDeux populations soucke n t ®t ® d®crites

di ff®  ences de | eurs profils dbéexpression mo

Les cellules souchesg/lindriquesintercalées entre les cellules de Parjeth« columnar base

cells» (CBC)) expriment fortement leécepteur Lgri« Leucinerich repeatcontaining G

protein coupled receptor>§ qui participe a la transduction du signal Watwingless»).

Cette voie de signalisation, compl ®t ®e des ¢
et EGFR(« Epidermal Growth Factor Recepto), est essentielle au maintiendb un  car act
souche. Dans la zone basale, une quatrieme famille de facteurs;spgEmdRnes, agit en

synergie avec les facteurs Wnt en renforgant leur interaction avec le récepteud FOzzle



observe un gradient inverse | e | ong de | daxe

migration des cellules filles et leur différentiation.

Dans la niche des celes basales, quelques cellules conseragmés plusieurs cycles de
division desanalogues de nucléotidigque®mme le bromodéoxyuridin®@rdU). Ces cellules
retenant le BrdU pourraiemmdiquer une soupopulation cellulaire déja décrite, les celkile
souches en position+4 ». Plusieurs marqueurs plus ou moins spécifiquesthpoposs

pour repérer ces cellulemil, Tert, HoxP, Lrigl, entre autreSeloncertains auteurs, les
cellules « +4 » pnt quiescentes et consernt un potentiel« souche» leur permettant de
redonner des cellules Ldrors de lésions tissulaires dansdempartimentsouche Pour

d 0 a uvauteuesses cellules entrent en division toutes les 24 heemgBonet ne seraient

donc pas quiescentdse partage du génonmmurrait étreasymdrique: la cellule souche mere
conservant le brin originel. De facon intéressante, aute souspopulation cellulaire
exprimant a la fois le marquelgr5” et de nombreux marqueurs des cellues4 » a été
identifiee. En conditions normales, ces cellules iavdi si on l ent e sont
précurseurs des cellules de Paneth. Comme décrit précédemment, en cas de dommages
tissulaires, elles sont également capables de produire de véritables cellules souches

multipotentes.

Mal gr® | e nombr el 6drdoeinstsan® dded®tcuedlelsu,l es souc
| 6obj et de nombr eux d®bant été proposéasle madéeddes es p i
cellules «+4 » proposé par Potten &t ; etcelui des cellules souches CBC décrit par Bjerkes

etal.

D 6 a peamodele des cellules souches4o (Figure4), les cellules souches intestinasemt

situées spécifiquement a la positiorde q u i correspond aussi pr ®
point de migration des cellules transitoires et des cellules épithélialesoers de
différentiation Ces cellules retenant le BrdU sont extrémement sensibles aux rayonnements X

et 2, deux caract®ristigues typiques des ce
géne connu pour étre impliqgué dans le maintien du carsséhe, eshugmentéaans les

cellules «+4 ».
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Figure 4. Modéle des cellules « +4 ».

(D 6 a pStange and Clevers, 201)6apr s

| 6organi sation

de | 6®pit

Potten etal, les cellules souches CBC proviendraient de cellulegls la position <€ »

correspondant a la base des cryptess tellulesCBC Lgr5™ se divisentde fagcon asymétrique. Les

cellules filles vont soima i nt eni r

| 6 ex pr es s |soinprolfédeurapidgment guisa mme

se différencier en entérocyte, en cellule a mucus, ealeghtéroendocrine ou en cellule de Paneth en

fonction des signaux intégreés.

A

une

Oi
S ®r i

nverse,

e do®t udes en

| (Bigure® @ s t

menmop® bear [

mi croscopi e

es cell ul

@®@lulesc t r oni

immatures intercalées entre les cellules de Paneth aux positions 1 a 4. Afin de confirmer

|l 6identi t® de ces cel

|l ul es comme

cel |

ul es s

montré que 90% des cryptes qui contenaient deux-pouslationsmutantes de deles

différenciées, renferaient également deux soymopulations mutantes de cellules CBCe

travailindigueque | es cel l ul e

S CBC seraien

t 7 |

étudesbasés sur des stratégies decagede lighage cellulaire ont clairement défini les

cellules CBC comme étant les véritables cellules souches intestirgtlemnt révélé les

m®cani smes par

Ensemble, ces études suggerent qul e s

| esquel s

cellul es

souches i

| 6 ®q uionl étaii Mmainteeunt r e |

nt est

environnement dynamique et complexa dans lequel la perte de cellules est compensée par

la prolifération des cellules souches voisines.
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Figure 5. Modele des cellulesouches cylindriques basales (CBC).
( D6 a ptangesand Clevers, 2013)ans ce second modelles cellules CBC sont considérées
comme étant les ¥éritables» cellules souches intestiles. Elles peuvent a ellssules redonner tous

les types cellulaires intestinaux.

1.2.2. Les entérocytes coliques

Représentant pres de 80% des cellules épithéliatss, ehtérocytessont les cellules
épithéliales intestinales les plus nombreusks Santa Barbara et., 2003) Au niveau du

cblon, ks colonocytes (ou cellules épithéliales coliquesentérocytes coliques) sont des
cellules différenciées solidaires les unes des autres par un systeme de jonctions formant un
épithélium prismatique simple. Ces cellules épithéliales sont spécialisées dans le tfansport
absorption)séletif des nutrimets et des ionsSoumises a de nombreux stress, les entérocytes
sont renouvelés environ tous les 3 jours chez la s(eiSanta Barbara at, 2003)

Léorganisation structurelle de ce tissu pol
intérieur. Les jonctions serréafistribuées en ceintura,s sur ent | 6 ®t anch®i t ®
participsitala s ®l| ecti vit® du transport. Lorsque |0
doeau peuvent emprunter | a voie paf@igueel | ul ai

6). Les nutri ments et autres mol ®cul es r®sult
voie transcellulaire. Ces substances sont internalisées au poéle apical par endocytose ou par des
protéines de transport (porines, transporteurs, pompes), derengagsive (diffusion) ou

active n®cessitant un apport do®nergi e. L a
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nombreusesnicrovillositésr e ¢ 0 u v e rglysealix fdrthann une structure spécialisée,

bordur e en
Vv ®h i ®s

passer dans la circulation sangu{R&ure6).

appel ®e

ensuite cul jusquobau

br os s esprpti@nulies natungentse sonte n t |

ptl etériemavant de o %2 i |

Les cellules épithéliales coliques expriment de nombreux facteurs a activité raytocri

paracrine ou endocrine sur de nombreux types cellulaires.

meédiateurs sdnmodulés par des cytokines, des facteurs

La synthasgéetdtion de ces

de croissance, des hormones et

autres molécules de signalisation présentes dans le reitteacellulare (Figure 6). Cette

régulation est un processus dynamiquevgriee n f o
contexte physiopathologique.
Enfin, |l es ent®rocytes par

nction de | 6©6ge d

ticipent ®gal ement

présentent deantigegnesexogéenes et contribueraient a la tolérance ¢&teeck etl., 2005)

(Figure6).

9 Communication

médiateurs

(1) sosortion |

Voie transcellulaire

Péle apical —[

(microvillosités)

Voie paracellulaire

Effet Autocrine
Paracrine
Endocrine

Nutriments,
Tons

Eau

(5) immunte —

Présentation
d’antigénes exogenes

Cellules immunitaires

Figure6. Structure et fonctions

déun ent®rocyte.

Les entérocytes sont des cellules épithéliales jointives et polarisées dont la principale fonction est

| 6absec®pteicam ve dbdeau, déi ons

et de nutri ments r
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®gal ement de nombreux m®diateurs ~ activit® aut
elleméme modulée par des facteurs préseans le milieu extracellulaire. Enfin, les entérocytes sont
capables de présenter des antigénes exogénes aux lymphocytes de la muqueuse intestinale. lls
participeraient ainsi ~ la mise en place de | a t

1.2.3. Les cellules caliciformes et le gel de mucus

Les mucocytes (ou cellules a mucus, ou cellules caliciformes, ou cellules a gobelet) sont des
cellules épithéliales glandulaires qui sécretent des mucines et les exportent vers le lumen par
un processus de sétion mérocrine ou apocrine. Des projections villositaires de leur
membrane plasmatique apicale augmentent la surface de sécrétion. Les mucocytes sont a la
fois des cellules sécrétoires et de stockage puisque la majeure partie du cytoplasme est
occupé pa des granules sécrétoires contenant les mucinogéenes. Le noyau et les autres
organites se concentrent au pole baSalmme les entérocytes, les cellules caliciformes sont

renouvelées tous les 3 jours chez la sddesSanta Barbara at., 2003)

Les mucines sont des polymeéres glycoprotéiques filamenteux de haut poids moléculaire (PM).
Leur squelette polypeptidique porte des milliers-8006 du PM) de polyosides liés par des

liaisons Qglycosidiques. Quatre oligosaccharides sont retrouvés en téajgains les

mucines. le N-acéylglucosamine, leN-acéylgalactosamine, le fucose et le galactoSes

chaines @lycaniques sont souvent terminées par un acide sialique ou un sulfate déterminant

l a nature polyanioni qgue dposttraductonnele de chaineg H n e |
glycosylés sur le squelette peptidique des mucines est réalisée par des ¢fisamus@rases

membr anaires sp®cifiqgues dans | dappareil de

Deux grandes familles de mucines sont distinguées mucines sécrétéedati «vraies»
(Muc2, Muc5AC, MuchB, Muc6, etc) et les mucines transmembranaires parfois encore
appelées @ucinlike » (Mucl, Muc3, Muc4, Mucl3, etc). Plusieurs genes codant pour des
mucines ont été identifiés a ce jour. Le g#igC2 code pour la protéine MUC2 qui est la
mucine sécrétée la plus représentée dans le gel de mucus in{dkti@atckin etal., 2011)

42



S®cr ® ®es dans |l a lumi re intestinal e, |l es T

elles des ponts disulfurégigure 7). Elles forment urgel visqueux, le mucus, qui tapit la

surface de | 6®pi th®l ium, |l a prot ge et la 1lu
Chaine
polyosidique Squelette
/ Liaison O- peptidique

glycosidiques

(monomere)

Pont disulfure

Figure 7. Des mucines au mucus.

Les mucines sont des glycoprotéines sécrétées par les cellules caliciformes aquusadient entre

elles via des ponts di sul f mensianelgla coscbeode gnacns. s e n t
Au niveau du colon, la couche de mucus est hétérogEigire 8). Certains auteurs

distinguent une couche externe plus lache et facilement éliminée par les mouvements

péristaltiquegJohansson etl., 2008); uchée <couche interne, dense,
et «stérile». irhpénétrabilité de cette couckstencorec ont r over s ®e .~ | 6 he
Not amment | ors doéune inflammation de | a mugqg.!

(Johansson etl., 2013)
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PR serrée a mucus
IeA

©

plasmocyte

Figure 8. Les mucines forment une double couche de mucus sur la paroi colique.

(Maynard etal., 2012) Les mucines sécrétées par les cellules & mucus polymérisent dans la lumiere
intestinale et forment un gel visqueux hyalin appelé mucus. Au wiglaac6lon, on distingue une
couche de mucus adhO®rstnles e douln@®eriotult®@lei Mt ®F | WA &

éliminéeavec les résidus alimentaires.

Par ailleurs, récemment, McDoleat ont montré que les cellules a gobelet mntaun réle

dans la tolérance orale. Aprés avoir capturé des antigenes dans la lumiere, elles les
présenteraient préférentiellement aux cellules dendritigues CDH{08 induisent la
différenciation de lymphocytes,l Par la suite, les lymphocytes.dinhibent les réponses
immunitaires dirigées contre ces antigenes issus de produits dérivés de notre alimentation
(McDole etal., 2012)

1.2.4. Les cellules entéroendocrines
A ce jour, une trentaine dbéhor monesgastrat ®t ®
intestinal S i bien que | 6intestin aenddtd®syde®e r i t

endocrinien (Ann. Oncol., 12, 2003, S63).
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Si les cellules entéroendocrines (ou cellules neuroendocrines, ou cellules ARUINE

Precursor Uptake and Decarboxylatigh représentent moins de 1% des cellule

s épithéliales intestinalg®Noah etal., 2011) ce sont les plus nombreuses cellules endocrines

de | 6 orRjus da 16 rmaiypes de cellules eftoendocrines ont été identsigans

| 6i ntestin chezatareoucebl ulCosnme®dr®t oi res (
Paneth), cescellulesse | ocal i sent dans | a moiti ® inf®ri e
audessus de la zone transitionnelle des cellules progénitritesspacées les unes des autres

par au moins une cellule non endocrine.

Les cellules entérochromaffines sont des cellules entéroendocrines et neuroendocrines avec
une similarité proche des cellules chromaffinesadgandemédullosurrénalgui sécretent la
sérotonine. En réponse a dasnuli variés, elles produisent des hormones et des peptides
Trois types de communicatigpeuvent étre réalisés selon le mode de transport de ces

messagers

- La signalisatiorendocrinerepose sur une molécusggnal (appelée hormone) sécrétée par
une cellule endocrine et transportée dans la circulation sanguine pour agir sur une cible a
distance.

- La voie paracrine fait intervenir une molécsgignal agissant localement pour réguler
| 6tiaité de cellules voisines de la cellule émettrice du signal.

- On parle decommunication autocrine lorsque la cellule émettrice réponelrdlae aux

moléculessi gnaux qudell e produi't

Les cellules ent®roendocr i nes nitahteles ladlidnsrt e st i
digestives etles réponses protectricesn détetant des substances dangereudess
principales cellul es endo cindiguéesdansrlectablealy v ® e s
ainsi que éurs sécrétionstleurs fonctions premieres dans la physiologie gdstestinale.

Tableau 1. Les principaux soustypes de cellules entéroendocrines et leurs sécrétions.
( D6 a MoranRamos etal., 2012) Abbréviations |G, intestin gréle prox., proximal,
dist., distal.
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Type _ Localisation Autres .
_ Peptide _ _ o Propriétés
cellulaire digestive localisations
o Cellules Epsilon du R®gul e | a s®c
Aou X Ghréline Estomac : i
pancréas gastrique.
Antre de
G Gastrine | eGtomac, - Stimule la prise alimentaire.
pylore
Régule la température corporell
§ i Systeme nerveux | les comportements alimentaires,
EC Sérotonine . .
central cycleveille-sommeil ladouleur
I'anxiété entre autres.
Augmente la production de
. bicarbonate. Inhibe la sécrétior
S Sécrétine IG prox. - ~ ] ] )
ddéaci de (pnaidahgei
gastrique.
Augmente la production de bile
. - Stimule la contraction de la
CCK (1) Cholécystokinine IG prox. - o . R
vésicule biliaire et leelachement
du sphincter
Augmente | a 9@
Peptide inhibiteur et dbéacide ga
GIP (K) ) IG prox. - R ) )
gastrique |l 6activit® des
adipeux.
- Favorise | a mo
Mo Motiline IG prox. -
lorsque le pH est bas.
Hormone inhibitrice du largage
) Esomag IG, R ) )
D Somatostatine . Hypothalamus dodéaut r e sintdgstnales our
pancréas
non.
Augmente la sécrétion glucese
; dépendante de l'insuline. Inhibe
Peptideglucagon i ~ o i
L I'k IG dist. et clon - sécrétion de glucagon, la vidang
ike
gastrique. Effet anorexigéne
central.
Hypothalamus, .
) ) Dans | 6intest
N Neurotensine IG dist. amygdale etnoyau ) )
contraction des muscles lisses
accumbens
Favorise la transmission de
EC, Substance P -

Il 6i nfl ux no ¢
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1.2.5. Les cellules M

Les cellules M @u cellules micremembraneuss ou cellules anicroplis) sont des cellules de
| épithélium intestinal recouvrant les plaques de Peffeigure 9). Ces cellules sont de

v®ri tables senseurs du contenu | uminal essen

Les cellules M sont e naheo anrcélides imohinesnDaresreurs r o n n
espaces basolatéraux, les cellules M forment par invagination des poches dans lesquelles on

retrouvedes lymphocytes T et B, des cellules dendritiques et des macrophages.

Elles présentent a leur apeles microvésiculeet capturent de maniére sélective des
particules luminales, génmalement antigéniques. Contendans des vésicules, ces antigenes
endoluminaux traversent le cytoplasme de la cellule M et sont libérés au péle basal sans
modification deleur nature. Les argénes sonpris en charge par les cellules dendritiques
pour ére présentéaux cellules lymphocytairgsiathaway and Kraehenbuhl, 2000)

Figure 9. Cellules M observées en microscopie
électronique

( D6 a Kunisaava etal.,, 2012) Les cdlules M,

dépourvues de bordureen brsse, forment des
d®pressions " épithéliumsntestihake c e de
| orsqubell es sont éellrencquev ®es e

1.2.6. Les cellules« tuft »

D 6 a ple pragramme génétique requis pour lalifférenciation, és cellules«tuft » (ou
cellules en houppesgprésentent unégelignage de cellules épithéliales intestinagggore
peu connu. Ces cellules rardsivent leur nom a leurs projections cytoplasmiques tres

développées qui fores dedouppeq « tufts » enanglais)au pbleapical(Gerbe etl., 2012).
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Leur formation étant dépendante du facteur Atohl, Getla¢ classent les cellulestuft »

parmi les cellules sécrétoireGerbe etal., 2011) Ces cellules se singularisent par

| 6expr estitgtivtede ocmanqueurs de | 6infl ammation, te
et du facteur DclkSaquiSalces etl., 2011) considéré commeud desmarqueusd 6 u n e

sous population sauh e de man@sinak EHe® peuvenétre visualisées grace a un

doublemarquage CoxBox9(Figurel0).

Figure 10. Détection par
immunohistofluorescence des cellules«tuft »
intestinales.

Source: Francois Gerbe. Les cellulestuft »
coexpriment la cyclooxygénase 1 (vert) et le
facteur Sox?9 (rouge) . A I
marquage, ces cellulefpithéliales rares peuvent

étre facilement visualisées en microscopie a

fluorescence.

Cescellulespourraient °tre des cellul es sensitiv
nombreuses protéines impliquées dans la perception des saveursy(edfgzhecin, Trpm5) et

sécrétent des opioides s | 61 n g e Hiofer etal., IDEBaKokrastevih ¢Bs,

2009)

1.2.7. Les cellulesc Panethlike »

Les cellules de Panesiont des cellules sécrétoires localisées a la base des dyptesl 6 i nt es't
gréle.Chez la souris, elles se repérent tres facilement grace a leurs larges granules apicaux
éosinophiles (Figurdl). Ces grains de zymogénes renferment des peptides antimicrobiens

qui sont libérés vers le lumen.

En plus de | eur | ocal rvilositeielesse singuwasiserit @es alitRes s | 0
cellules s®cr ®t oires par x aldea cetldseless celudep dec t s .
Paneth apparai ssent apr s l a naissance |l or

différenciation programmeée, les cellules de Paneth migrentlevéoad des crypteou elles
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acheminent leur maturatiogt séjournent reviron 42 jours De plus, les cellules de Paneth
expri mecnatt ®&nd nle au niveau nucl ®air e, ce qui
cellules s®cr ®t oires de | O6-caténhine s ©té associde@dac t i v
spécialisation des dales de Paneth, a leur différenciation et a leur maturation. Le signal Wnt

régule positivement la transcriptialu facteur Sox9un facteur critique pour la spécialisation

et la différeriation des cellules de Paneth.

Les cellules de Paneth appartienn&ra niche des cellules souches intestinales. Intercalées

entre les cellules souches Lgrelles expriment les ligands des voies Wnt, EGF et Notch.

Ainsi, elles apportent lemoléculessignaux essenfiga u mai nti en déun progr
régulent la prolifération deescellules souche€On estime que chaque crypte contient une

dizaine de cellules de Pandtle Santa Barbara at., 2003)

Coupe histologique aprés coloration
- Intestin gréle de souris -

Cellule Entérocyte

caliciforme a
mucus

Cellule de
Paneth

Figure 11. Les cellules de Paneth.
Source Dr Serge Nataf, Université de Lyon/Hospices Civils de Lyon. Observation microscopique de

cellules de Paneth ®psisecdlbamaticompe toh®@maleu s ¢
Si | 6on retrouve ddasslecdlbnbnl eadobeeches phgr e
Paneth.Néanmoins, plusieurs étudesugg r ent | 6exi st e Hdikee» de C ¢

intercalées entre les cellules souches LgiBn effet, cette soysopulation de cellules
caliciformes exprime les ligands DIlI1, Dll4 et EGF. Ces celluleBanetHike » se
singularisent de leurs homologumtestinauxp a r | 6expr eskiiedunfailles f act

signal Wnt.
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1.3.Développement de la barriére colique chelz 6 H o m aesougst

A | a naissance, | 6i ntestin de | 6Homme =est s
gue celui des autres mammifer@3rozdowskiet al.,, 2010) Chez | 6 ho mme, | es
intestinales du colon sdéveloppentau coursde la derniére période de gestatidn.la

naissance, on retrouve les principales lignées cellulaires localisées damgptes (i.e.:

cellules souches cellulescaliciformes, cellules entéroendocrineBeu aprésle nombre de
cryptes intestinales est multipli® par 100,
cellules intestinales de | 0®pith®liumndes c1
épaississement de la paroi colique et un élargissement du télende la gestationdes

villosités se formentsur toute la muqueuse intestin@Walthall etal., 2005) A | 6i nver s
|l 6i ntestin gr°l e, ces Vvillosit®s dlhansar ai S S ¢

and Keelan, 1986Ainsi, les villosités sont remplacées par déables intercryptes.

En comparaison, la muqueuse intestindkes rongeurs (rat, souris) est immature a la
naissancekElle acquiere sa maturité fonctionnelle et structurelle au moment du sevrage (22
26°™ jour postnatal chez le rat, 202°™ jour chez la souris\Colony et al., 1989)
Néanmois, dés les deux derniers jours de gestation, on observe un élargissement du lumen et

des cryptes, ainsi gudune augmentation du no

Au cours des deux premiéres semaines de vie, des villosités se développent au niveau du
cblon proximal. Ces projections de la muqueuse sont similaires a celles retrouvées dans

I 6i ntestin gr {(Haeha, a0A0)La pottiondisiate dutcdlan rests plane avec

des glandes peu profoesl A partir du 18" jour postnatal, les villosités coliques
sdatrophient et at&™smanelLapréserse trarsivie rde srsctures
vill ositaires augmenterait temporairement I
muqueus€Pacha, 2000pour répondre aux besoinsquisau cours de lgériode périnatale

En effet, le cblon des tres jeunes nouveas est impliqué dans le transport indépendant du
sodumdes carbohydrates et des acides ami n®s,
gue dans les équilibres osmotique et hydroétpedt Ses propriétés sont transitoires et

di sparai ssent rapi dement S U i pgosulégue Ik edlomestt ur at
impliqué dans ces fonctions au cours du développemenngasafin de compenser la faible

capaci t® doawesdampt il ean ndokeseri n gr°l e des ani ma
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Les cryptes intestinales apparaissent lors de la premiére semainechezvla sourigHirano

and Kataoka, 1986).eur profondeur et leur nomdaugmentendés la deuxieme semaine et

jus qu 6 a u, desfacenrmadgré@enz etal., 2012)(Figure12). Les cellules intestinales,

peu diff®renci ®es ~ |l a naissance, prol i f re
' ignages cel |l ul ai rAnsi lecédn des animaux seerésees trek @raciteu | t e
morphologiquement de celui des adultes. Aprés le sevrage, le nombre de cryptes augmente de
facon considérablgar scission des cryptes initialdse nombre de cryptes estimé chez

| 6adul t e d20000(dodtre ASQOicrypbespeu apres laaissanceavec environ 635

cellules par crypte (au lieu de 240 chez le jeune souri¢é#aljhall etal., 2005)

Figure 12, Développement

postnatal du cdlon chez la souris.

Y 5eme jour de vie
Photos réalisées par Isabelle

RaymondLetron (x400, x200).

4 7%= jour de vie

. 23 8 jour de vie

Différentiation des cellules épithéliales

218 jour de vie

:K' ),

Nombre et profondeur
des cryptes

Bien qudil existe des diff®rences temporelle
la muqueuse colique reste tres similaif@utes les étapesntogéniques observéehez
| Homme sont retrouv®es chez | a souris.
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1.4.Mise en place de la flore inteshale chez lenouveauné

La plus grande communauté microbienne du mictebimmain se situe dans le tractus
digestif et plus précisément au niveau du gros intestin. En effet, le cblon renfermerait
approximativement 10 bactéries et plus de 100 foisnembre de génes contenus dans un
génome hmain (Ley etal., 2006; Qin etl., 2010) De par son poids quantitatif et qualitatif,

le microbiote joue unale essentiel sur la santé de son héte.

Léenvironme®ehnh, i at nsai copaudérésicanmé Stérildepuis plaso n t
déun si cl e . Rolriarg, sdeselactéried 6nd 6t¢ retrouvées dandiquide
amniotiquepr ® ev® chez des jeunes femmes avant t e
intactes(Bearfield etal., 2002; DiGiulio etal., 2008;Jiménez etal., 2008; Mackie eal.,

1999) Dans un modéle murinJiménez etal. ont identifié dans le fluide amotique des
souchegnarquéesle E. faeciumpréalablementionnéesiux méres en gestation par voie orale
(Jiménez etl., 2008) La présence dmicro-organismegbactéries ou fungi) dans le liquide

amniotiquea pu étre mise en évidence par qPCR ou culture chez 15% des femmes enceintes
(DiGiulio et al., 2008) Ces bactéries pourraieptovenirde la translocation placentaire de
bactéries intestinales circulantes. En effet, les espé&t#srococcus Streptococcus
Staphylococcust Propinibacteriumont été isolées du sang de cordon ombilical corroborant

| 6hypot h se d@iménezetlr200bsUncec aatuitorne ®t ude a r et
bactérienprovenant degspeced actobacilluset Bifidobacterumd ans | e pl acent a
nés par voie naturelle goar césarienne mai s aucune bact®rie via
(Satokari efl., 2009) D 6 a pcertaiss auteursl seraitnécessaire de patienter quelques jours

aprés la naissance avant de pouwibitecterdes bactérieslans le méconiumun délai

suffisant pouique des bactié&es du microbiote maternattané vaginal etfécal aient pu étre
transf ®r ®e suggérantuned eolorfisationt trés précoce plutbt que prénatale. Au
contraire,Jiménez etl. ontisolé des bactériesle méconiums de moins de 2 heures (avant

toute prise alimentaire). Les principales especes retessofit Staphylococcus epidermigus

Enterococcus fecaliset Escherichia col(Jiménez eal., 2008)

Ces données apportent plus de questions que de réponses. Nous ne savons toujours pas si la

présence intraitérine de micrarganismes est systématique lmen exceptionnelle, si ces
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bact ®ri es sont viables ¢&f t{e guplla mluense peueentc ol on
ell es avoir sur | e d®veloppement ult®rieur d

Le microbiote intestinal des jeunes enfants est trééreift de celui des adultes et présente

une grande variabilit® interindividuelle. De
converge vers un microbiote plus communément pagdgél us proche de cel u
(Palmer etal., 2007) On estime ge la composition de la flore intestinae stabilise autour

de | 6 CBqpmres. de 2

Bien qubil soit di ffi ci |«ypededesde®dancesigénérales mi c
peuvent étre déduites de plusieurs études/e etal., 2012) Classiquement, les premieres
bactéries colonisatrices du tractus digestif sont des anaérobies facultatives teesadjiuet

les autre€EnterobacteriaceaéJiménez etl., 2008) Suite © l a consommat
initialement présent, les conditions anaérobies favorisent le développement des espéces
strictement anaérobies commBifidobacterium Clostridium Bacteroides et parfois

Ruminococcus

Le genreBifidobacteriumappartient a la flore intestinale dominante du jeune efffamtoni

etal., 2012) Six espéces de Bifidobacterium ont été identifiées dans les selles de 15 enfants
en bas ageBifidobacterium brevet Bifidobacterium longunsont les jus espéces les plus
frequement isolées Bifidobacterium adolescentisBifidobacterium pseudocanetulatum
Bididobacterium bifidunet Bifidobacterium dentiunfAires etal., 2011; Turroni eal., 2012)

Différents facteurpeuvent modifier la composition de la flore lors de son établissetdent

facteur intrinséque critigue est la durée de gestationcdmaparaisordu microbiote fécal
déenfants n®s °~ terme ° <celui de ceuxlesn®s av
Enterobacteriaceaeet autres bactéries potentiellement pathogénes com@tostridium

difficile ou Klebsiella pneumoniaeont été retrouvé en plus grands nombres chez les
nourrissons prématuré€hez les nouveanésnésa terme, le microbiote est plusroplexe.

On y trouve davantage de genres communs corBifidobacterium Lactobacillus et
StreptococcusParmi les facteurs extrinsequda meree s t cel ui dont | 6i n
d®vel oppement du microbiote I ntmestsi dabl©Ogeke

microbiote intestinal du nourrisson est semblable a celui de sa mére a la fois sur les plans
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fonctionnel et phylogénétique. Cependant, a 11 mois, on observe une différence
phylogénétique alors que génétiquement les microbiotes materndiaetilénrestent trés
proches(Vaishampayan eal., 2010) Selon le mode de délivrance, les bactéries primo
colonisatrices ne serontpase s m° me s . Lors doébun accou-chemen
né estexposéaux flores vaginale (Lactobacillus, Prevotella, Sneath@rinéale efécale Il

présente généralement une meillecwnisationpar lesBifidobackrium. Au contraire, chez

les enfants nés par césarienne, B¥dobacterum sont moins nombreuxLes bactéries
primo-colonisantesde ces nourrissonsappartiennent a la flore cutané8tgphylococcys
Corynebacterium Propionibacteriuny de la meére et/ou déeur environnement proche.
Léall aitement des enfants participe doubl e me
jeune. Le lait peut contenir plusieurs espéces de bactéries notammesnstaphylococcus,

des streptococcus, et dans une moindre meseselattobacilles et des bifidobactéries.

Déautre part, |l e |l ait est egpnébiotiguesur ce doéol i go

Chapitre 2. Escherichiacoliun h®1te natur el de | 6homm

2.1.Escherichia colj une bactérie ubiquitaire des floresintestinales humaines et

animales

Chez tout individu sainles tissuspr of onds d e sont éxempts adamico-me
organismesAu contraire les épithéliumst les muqueuses de surface (peau, tsadigestif,
vagin € ) ,sont en contact permanenta v e ¢ | 6 enwveil sootmecogveresd © u n
microbiotei anciennement appeléore microbienne Selon la localisation anatomiquen o

distingue 4microbiotes. cutané, respiratoire, génittintestinal

Figure 13. E. colisur la paroi intestinale.

Source: Albert Amgar.
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