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Jérémy Denizot
N¢ le 21/06/1986 a Montlugon (03), Nationalité Francaise

Coordonnées professionnelles Coordonnées personnelles
UCA-Inserm U1071, M2iSH 2 Allée Simone Weil
28 Place Henri Dunant 63430 Pont-du Chateau

63000 Clermont-Ferrand
Tel : 04 73 17 83 81
E-mail : jeremy.denizot(@uca.fr

Fonctions Universitaires

Depuis Septembre 2015 : Maitre de conférences des Universités, Université Clermont
Auvergne, IUT Génie Biologique/ Laboratoire INSERM U1071/UCA M2iSH USC-
INRA 2018, Clermont-Ferrand

2012-2013 : ATER, 6 mois, IUT Génie Biologique, Universit¢ Clermont Auvergne (UCA).
144h de Travaux pratiques de microbiologie 1°° année de DUT.

2009-2012 : Vacataire d’enseignement, IUT Génie Biologique, Université Clermont Auvergne
(UCA), Travaux pratiques de biologie moléculaire, 1°° année, 64h par an.

Formation et Dipldmes universitaires

Février 2019 : Autorisation a la soutenance de I’HDR accordée par ’ED SVSAE, Clermont-
Ferrand

Septembre 2013-Aoiit 2015 : Stage post-doctoral
e Laboratoire : Babraham Institut, Nuclear Dynamic group, Cambridge, Royaume-Uni
e Encadrement : Dr. Patrick Varga-Weisz
¢ Financement : BBSRC, Biotechnologies and Biological Science Research Council
e Titre : Etude du rdle du facteur de remodelage de la chromatine SMARCAD1 dans la
mise en place des marques epigénétiques et dans la régulation de [’expression des génes
et dans la réponse a la colite induite chimiquement.

2009-2013 : Doctorat d’Université, Spécialité Microbiologie, Thése soutenue le 22 février
2013, a Clermont-Ferrand
e Laboratoire : M2iSH, « Microbes intestin inflammation et Susceptibilité de I’Hote »,
UMR Université d’Auvergne/Inserm U1071, , USC INRA-2018, dirigé par Mme le Pr.
Darfeuille-Michaud, Clermont-Ferrand, France
e Encadrement : Dr. Nicolas Barnich
e Financement : Allocataire MENESR
e Titre de la thése : Perméabilité intestinale et régulation de [’expression du géne
CEACAMG : Implication des bactéries Escherichia coli associées a la maladie de
Crohn.
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2009 : Master 2, Génétique et Physiologie, Université Blaise Pascal, Clermont-Ferrand,
Mention Bien. Stage 6 mois.
e Laboratoire : M2iSH « Microbes intestin inflammation et Susceptibilité¢ de ’'Hote »,
Dr. Nicolas Barnich
e Titre : Influence des bactéries E. coli isolées de patients atteints de maladie de Crohn
sur la perméabilité intestinale.

2008 : Master 1, Biologie-Santé, Université Paul Sabatier, Toulouse. Stage 8 mois.
e Laboratoire : Stress, Chaperons et Développement, Centre de Biologie du
Développement, Pr. Elisabeth Christians
e Titre : ROle du facteur de transcription HSF1 (Heat Shock Factor 1) dans la régulation
de ’expression des genes dans [’ovocyte murin en métaphase I1.

2007 : Licence Biologie, parcours Génétique, Université Blaise Pascal, Clermont-Ferrand.
Mention Bien

2006 : DUT Génie Biologique, Option Analyses Biologiques et Biochimiques, Université
d’Auvergne. Stage 10 semaines.

e Laboratoire : M2iSH « Microbes intestin inflammation et Susceptibilité de I’Hote »
Dr Nicolas Barnich

e Titre : Régulation de [’expression des pili de type 1 par le gene fliC chez les E. coli
isolées de patients atteints de maladie de Crohn.

Activités diverses

e Expertise de financements (DIM1Health-Ile de France (2018)

e Expertise d’articles pour des journaux internationaux (Plos One, European journal of
nutrition, International Journal of Molecular Sciences, Nutrients, Gut,
Microorganisms...)

e QGuest Editor pour une « Special issue : host-pathogen interaction » de International
Journal of Molecular Science (IIMS) : 2019-2020

e Animation au laboratoire M2iSH :

o Organisation de la journée d’unité M2iSH, Septembre 2019

o Organisation Journée accueil des patients de ’association Frangois Aupetit
(AFA) au laboratoire M21SH, Septembre 2019

o Participation a 1’organisation du 22°™ congrés international CEACAM
Symposium 2012, Clermont-Ferrand, Juin 2012. Demande de subventions,
rédaction du livre des résumés, gestion budgétaire et logistique, secrétariat
scientifique, accueil des participants.

e Membre de I’association Recherche de Bactériologie-Virologie (ARBV), Faculté de
M¢édecine-Pharmacie, 28 Place Henri-Dunant, 63000 Clermont-Ferrand

e Président de Jury de Baccalauréat (Série Professionnelle Commerce-Octobre 2017 ;
Série ES - Juillet 2018)
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Activités pédagogiques

J’ai la responsabilité des enseignements de Travaux Pratiques de Microbiologie en 1% année
du département Génie Biologique a ’IUT de Clermont Ferrand et des travaux pratiques de
Biologie cellulaire en 2°™ année. J’ai la responsabilité de I’organisation des modules, la
préparation des TP, le recrutement de vacataires, la gestion des emplois du temps des différents
intervenants.

Mes activités d’enseignement sont effectuées sur la base de 192h par an (Figure 1).

Enseignement a ’lUT de ’'UCA, Département Génie Biologique

Enseignement de biologie cellulaire :
Responsable du module de TP de 2°™ année DUT Génie Biologique option Analyses
Biologiques et Biochimiques (ABB)
Gestion des TP, recrutement d’un vacataire, organisation du planning des intervenants
Enseignement (80 a 100h/an)
TD Biologie cellulaire : signalisation cellulaire (8h/an)

Enseignements de Microbiologie :
Responsable de 2 modules de TP de 1% année
Recrutement des intervenants extérieurs
Organisation du planning des TP, préparation des supports pour les étudiants (13 TP)
Enseignement en TP de microbiologie 1°° année, 2™ année ABB et Diététiques (80 a
127h/an)
Enseignement en cours magistraux de microbiologie 1 année (10h/an)
Enseignement TD en 1°° année (24h/an)

Activités pédagogiques annexes (6 a 15h/an) :
Encadrement de projets tutorés : 4 groupes par an en premiere année (ABB1), 2 ou 3
groupes/an en 2°™ année (ABB2)
Suivi et visite des étudiants en stage (10 par an)
Soutenances de stage ABB2 et Licence professionnelle (10-15 par an)
Etude des dossiers pour le recrutement des étudiants en premiére année

Animation annuelle d’un atelier de biologie cellulaire aux journées portes ouvertes de I’'TUT

Enseignement collegium sciences de Biologie de ’'UCA

Master 2 Biologie Santé, parcours Génétique, Physiologie, Pathologies (GPP) et
Nutrition, module de microbiologie cellulaire. Analyse de publications (3h/an)

2018 : Participation au jury de soutenances de stages de Master 2 Biologie Sant¢, GPP
et Nutrition (4 jours) et au Master 2 Microbiologie (2 soutenances)






Activites d’encadrement

DUT/Licence (5 étudiants)

- Fanny De Clercq, Stagiaire DUT Génie Biologique option ABB, UCA, Avril-Juin 2018
(10 semaines) : « Influence d’un régime enrichi en molécules donneuses de groupements
méthyles sur I’infection par les bactéries AIEC isolées de patients atteints de maladie de Crohn ».
Encadrement 50%, Elodie Gimier 50%.

- Léa Laborier, Stagiaire DUT Génie Biologique option ABB, UCA, Avril-Juin 2017 (10
semaines) : « Effets de l’infection par les E. coli adhérents et invasifs (AIEC) sur les
modifications post-traductionnelles des histones de la cellule hote ». Encadrement 50%, Elodie
Gimier 50%.

- Alexandre Fagnan, Stagiaire 3°™ année Magistére Biologie, Paris-Sud 11, Mars-Aoft
2014. (6 mois): « Régulation des marques épigénétiques des histones par le facteur de
remodelage de la chromatine SMARCADI ». Encadrement 100%

- Justine Faure, Stagiaire DUT Génie Biologique option ABB, Université d’ Auvergne,
Avril-Juin 2012 (10 semaines) : « Réle de la méthylation du promoteur du gene CEACAMG6 dans
le contrdle de son expression ». Encadrement 100%

- Gwladys Sevrin, Stagiaire DUT Génie Biologique option ABB, Université d’ Auvergne,
Avril-Juin 2011 (10 semaines) : « Role du facteur de transcription HIF-1 dans I’induction de
I’expression du gene CEACAMG6 en réponse a une infection par les bactéries AIEC isolées de
patients atteints de maladie de Crohn ». Encadrement 100%

Ecole d’ingénieurs et Master 2 (5 étudiants)

- Mélissa Chervy, Stagiaire Master 2 Recherche Biologie Santé, parcours Génétique,
Physiologie et Pathologies, UCA (6 mois) « Role des histones désacétylases dans le processus
d’invasion des cellules intestinales par les E. coli associés a la maladie de Crohn», Janvier-Juin
2019. M2iSH. Encadrement 100%

- Elodie Gimier, Stagiaire Master 2 Recherche Génétique et Physiologie, UCA (6 mois) :
« Effet d’un régime alimentaire enrichi en molécules donneuses de méthyles sur 1’expression des
geénes de Iintestin ». Janvier- Juin 2016. M2iSH. Encadrement 100%

- Raphael Mattiuz, Stagiaire de Master 2 Recherche, Université Pierre et Marie Curie,
Paris, Février-Juillet 2015 (6 mois) « Role de SMARCADI dans la mise en place d’une colite ».
Babraham Institute. Encadrement 100%






- Csaba Matolcsi, Stagiaire de 4°™ année Polytech Clermont-Ferrand (4 mois) : « Etude
des marques de crotonylation des histones dans I’épithélium intestinal de souris » Avril-Juillet
2015. Babraham Institute. Encadrement 100%

- Paul Madeddu, Stagiaire de 4°™ année Polytech Clermont-Ferrand (4 mois) : « Rdle de

SMARCADI dans le controle de I’expression des génes dans I’intestin : étude a I’échelle du
génome ». Avril-Juillet 2014. Babraham Institute. Encadrement 100%

Theses (2 etudiantes)

- Mélissa Chervy, Etudiante en thése 2019-2022, Financement Fondation pour la
Recherche Médicale (FRM) « Role des histones désacétylases dans le processus d’invasion des
cellules épithéliales intestinales par les E. coli associés a la maladie de Crohn ». Co-
encadrement (80%) avec le Pr. Nicolas Barnich (20%), 100% aprés la soutenance de
I’HDR.

-Elodie Gimier, Etudiante en thése 2016-2020, Financement Nouveau Chercheur Région
Auvergne, Jérémy Denizot. « Effet d’un régime enrichi en molécules donneuses de groupements
méthyles sur la sensibilité a une infection par les bactéries AIEC isolées de patients atteints de
maladie de Crohn». Co-encadrement (80%) avec le Pr. Nicolas Barnich (20%). Soutenance
le 14 janvier 2020.

Encadrement technique d’etudiants en these :

- Gwladys Sevrin, « Adaptation des bactéries E. coli adhérentes-invasives a
I’environnement digestif : implication des flagelles et du systeme de sécrétion
de type VI dans la pathogénicité » thése soutenue le 29 Mars 2018.

- Allison Agus, « E. coli adhérent-invasif et colonisation de la muqueuse
intestinale : impact de la nutrition et des régulations épigénétiques » these
soutenue le 14 Décembre 2015.
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Stage de Master 2 (6 mois) et doctorat (3 ans)

Unité M2iSH « Microbes intestin inflammation et Susceptibilité de [’Hote », UMR Inserm
Université d’Auvergne U1071, USC-INRA 2018, dirigée par le Pr. Arlette Darfeuille-Michaud.
Sous la direction du Professeur Nicolas Barnich.

Le projet scientifique auquel j’ai participé au cours de mon Master 2 Recherche puis au
cours de ma thése s’intéressait au role des bactéries AIEC « Adhérents et Invasifs Escherichia
coli » dans I’étiologie de la Maladie de Crohn (MC). Ce pathovar particulier d’Escherichia coli
a été isolé de Iésions iléales de patients atteints de MC et a été décrit dés 1998 par le Pr. Arlette
Darfeuille-Michaud. II a été clairement démontré, que 21% a 63% des patients hébergent ce
pathovar particulier d’E. coli et que celui-ci participe activement au déclenchement et au
maintien de I’inflammation intestinale chez ces patients (Darfeuille-Michaud et al., 1998, 2004;
Palmela et al., 2018). Ces bactéries possédent des génes de virulence leur permettant d’adhérer
et d’envahir les cellules épithéliales intestinales ainsi que de survivre et de se multiplier en
macrophages (Barnich et al., 2003; Bringer et al., 2005; Rolhion et al., 2010). II a été observé
que ces bactéries utilisaient une molécule anormalement exprimée par les cellules intestinales
des patients, le récepteur glycosylé CEACAMS6 (Barnich et al., 2007). Le laboratoire utilise un
modele de souris humanisées exprimant le récepteur humain CEACAMS6 (souris transgéniques
CEABACI10) pour étudier les interactions entre le tube digestif et les bactéries AIEC (Carvalho
et al., 2009). C’est dans ce contexte de recherche que j’ai réalisé mon stage de Master 2 et ma

thése de doctorat.

Objectifs du Master 2 et du doctorat

L’objectif de mon Master 2 consistait a étudier le role des bactéries AIEC dans
I’altération de la perméabilité intestinale fréquemment observée chez les patients atteints de
MC. Au cours de ma thése, mon travail s’est concentré sur deux autres axes de recherche : (1)
¢tudier I’effet d’un régime de type occidental sur la composition du microbiote intestinal et sur
la susceptibilité de souris a développer une inflammation en réponse a une infection par les
bactéries AIEC ; et (2) comprendre les mécanismes moléculaires menant a une expression

anormale du géne CEACAMG chez les patients atteints de MC.

v Etude de la fonction barriére de intestin en réponse a une infection par les AIEC
I1 a été rapporté que les patients atteints de MC présentent une augmentation anormale
de la perméabilité intestinale suggérant que ce phénomene participe a la physiopathologie de la

MC (Chang et al., 2017). L’altération de la fonction barriére de 1’intestin permet la translocation

10
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Figure 2 : La souche AIEC LF82 altere la fonction barriere de I’intestin.

A- Translocation de la souche AIEC LF82 au travers d’une muqueuse colique de souris WT et
CEABACI0 en systéme de chambres de Ussing. B- Mesure de la perméabilité intestinale in vivo
en réponse a I’infection de souris CEABACI0 par les souches AIEC LF82, 52D11 (mutant AIEC
LF82 non pili¢) et MG1655 (souche commensale). La perméabilité intestinale a été¢ évaluée par
administration de dextran-FITC 4kDa par voie orale 5h avant dosage de la fluorescence dans le
sérum des animaux. C- Marquage immunofluorescent de la protéine de jonction « pore-
forming » Claudine-2 sur coupe de cdlon de souris CEABACI10 infectées ou non. *:p<0,05;
**:p<0,01, ***:p<0,001, t-test, Mann-Whitney.



de bactéries du tube digestif ainsi que d’antigénes présents dans la lumiére intestinale,
entrainant une stimulation anormale des cellules immunitaires sous-jacentes. Nous avons utilis¢
des approches ex vivo et in vivo afin de déterminer le role des bactéries AIEC dans I’altération
de la fonction barri¢re de I’intestin. Nous avons utilisé la méthode des chambres de Ussing pour
I’analyse de la translocation des bactéries AIEC au travers de muqueuses intestinales isolées de
souris. Ces expériences ont montré que les bactéries AIEC étaient capables de transloquer au
travers de la muqueuse colique murine, uniquement lorsque celles-ci expriment la molécule
CEACAMBSG, utilisée comme récepteur par ces bactéries (muqueuses coliques des souris
CEABACI0) (Figure 2A). Les analyses de perméabilité intestinale in vivo ont également mis
en évidence que les bactéries AIEC altérent la perméabilité intestinale des souris CEABACI1O0,
de fagon dépendante de 1’expression des pili de type 1 et contrairement a des souches non
pathogénes comme la souche E. coli MG1655. Cette altération est associée a une augmentation
de I’expression de la protéine de jonction Claudine-2, comme observé par immunofluorescence
sur coupe de colons (Figures 2B-C). Nous avons pu corréler, par des marquages
immunohistochimiques réalisés sur des biopsies de patients atteints de MC et de sujets
contrdles, que I’augmentation de la protéine de jonction Claudine-2 est fortement associée a
une augmentation de I’expression de CEACAMS6. Un ciblage de la protéine Claudine-2 pourrait
étre une stratégie alternative pour limiter le développement d’un état inflammatoire chez les
patients atteints de MC. Ces résultats ont fait 1’objet de la publication dans le journal
Inflammatory Bowel Disease (Denizot et al., 2012) et de plusieurs communications orales et
affichées dans différents congrés nationaux et internationaux (présentées dans la section

présentations orales et affichées).

v Role de I’alimentation dans la colonisation par les bactéries AIEC

I1 a clairement été démontré une association entre le mode de vie occidental et une forte
prévalence des Maladies Inflammatoires Chroniques de 1’Intestin (MICI) (Piovani et al., 2019).
La deuxiéme étude menée au cours de ma thése, en collaboration étroite avec une post-
doctorante du laboratoire, a visé a déterminer les effets d’une nourriture de type occidentale
(riche en sucres et en graisses) sur la composition du microbiote intestinal, sur la physiologie
intestinale ainsi que sur la susceptibilité des souris a étre colonisées par les bactéries AIEC. Au
cours de cette étude, des souris transgéniques CEABACI10 et sauvages ont recu une
alimentation classique ou une alimentation dite «riche». Par des approches de
pyroséquencage utilisant la technologie Roche 454, nous avons mis en évidence que le régime

riche altérait de fagon drastique les populations bactériennes (qualitativement et
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dosage du dextran-FITC 4kDa dans le sérum 5h aprés administration intra-gastrique du produit.
C- Colonisation intestinale par la bactérie AIEC LF82 au cours du temps. Les bactéries AIEC
ont ét¢ dénombrées dans les féces des animaux aux jours 1, 2 et 3 post-infection. *:p<0,05;
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quantitativement) présentes dans la flore intestinale des souris CEABACI10 (Figure 3A) avec
une augmentation des bactéries connues pour avoir un effet néfaste et pro-inflammatoire sur
la muqueuse intestinale. Nous avons montré que les souris nourries avec un régime riche
présentaient une altération de la perméabilité intestinale in vivo (Figure 3B) et une diminution
de la couche protectrice de mucus a la surface du cdlon. Nous avons également observé que
les bactéries AIEC persistaient beaucoup plus longtemps dans le tube digestif des souris
recevant un régime riche comparativement aux souris recevant un régime conventionnel
(Figure 3C). La présence d’un tel micro-environnement chez un patient génétiquement
prédisposé a développer une MC (surexpression de CEACAMG6, mutation dans certains genes
de susceptibilité...) pourrait permettre I’implantation facilitée et donc la séléction de bactéries
de type AIEC capables d’induire une forte inflammation intestinale et de maintenir le caractére
chronique de I’inflammation caractéristique des MICI. De plus, cette étude a permis de mieux
comprendre la plus forte prévalence des MICI observée dans les pays industrialisés
comparativement aux pays en développement. L’ensemble de ces résultats a été publi¢ dans la

revue Gut, ou je figure en co-premier auteur (Martinez-Medina et al., 2014) .

v' Régulation de ’expression du géne CEACAMSG6 par HIF-1 de facon dépendante de la
méthylation de I’ADN
Dans un 3°™ projet, j’ai réalisé une étude moléculaire de la régulation de 1’expression
du géne CEACAMG. Ce gene est anormalement surexprimé par les entérocytes des patients
atteints de MC et permet aux bactéries AIEC de coloniser la muqueuse intestinale et d’induire
une inflammation. Aucune étude de « Genome Wide Association Studies » (GWAS) n’a révélé
de polymorphisme dans le gene CEACAMG associé a la maladie de Crohn (Glas et al., 2011).
Nous avons cherché a identifier et a décrire les mécanismes a ’origine de cette expression
anormale. A ce titre, une analyse détaillée du promoteur du géne CEACAMS a été conduite et
il a été observé la présence de 5 dinucléotides CpG potentiellement méthylés, dont deux se
trouvaient au sein des sites de fixation pour le facteur de transcription HIF-1 (Hypoxia
Inductible Factor-1). Une analyse des niveaux de méthylation du promoteur dans des lignées
de cellules épithéliales intestinales exprimant différents niveaux de CEACAMSG a été réalisée
par une approche de modification de I’ADN au bisulfite suivi d’un clonage et d’un séquengage
par la méthode de SANGER. Cette approche a mis en évidence une corrélation inverse entre
les niveaux de méthylation des sites de fixation pour HIF-1 et I’expression du gene CEACAMG,
suggérant un role de la méthylation de I’ADN et du facteur HIF-1 dans le contrdle de

I’expression du gene CEACAMG (Figures 4A-D). Nous avons ensuite confirmé ces hypotheses
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Figure 4 : HIF-1 régule I’expression de CEACAMG dans les cellules épithéliales intestinales
de facon dépendant de la méthylation de ses sites de fixation.

A-C- Niveau d’expression de CEACAMSG6 dans les cellules épithéliales intestinales Caco-2 et
T84 analys¢ par A- Western blot, B- Immunofluorescence, C- RT-qPCR. D- Niveau de
méthylation, mesuré par bisulfite/SnapShot, des 5 dinucléotides CpG présents dans le promoteur
du gene CEACAMG6. E- Western blot HIF-lalpha et CEACAMG6 réalisé sur des cellules T84
controles et T84 exprimant un shRNA dirigé contre hifl-alpha (sh-hifl-alpha) en condition de
normoxie (N) et d’hypoxie (H). F- Le promoteur du géne CEACAMG a été cloné en amont du
gene rapporteur mSEAP. Les dinucléotides CpGl, 2 et 3 ainsi que les 2 sites de fixation pour
HIF-1 (contenant chacun un dinucléotide CpG) ont été mutés par mutagénese dirigée. Les
constructions ont ét¢ méthylées in vitro (les sites méthylés sont indiqués par des points noirs) par
action de I’enzyme Sssl avant transfection dans des cellules HEK293. Les niveaux d’activité de
I’enzyme reportrice sont présentés. *:p<0,05; **:p<0,01, ***:p<0,001, t-test, Mann-Whitney.



par I'utilisation de différentes approches de siRNA, de shRNA, par Immunoprécipitation de la
chromatine (ChIP) et par un systéme de géne rapporteur méthylé in vitro (Figures 4E-F). Ces
expériences ont permis de confirmer que I’absence de méthylation sur le promoteur du geéne
CEACAMBG favorisait la fixation de HIF-1 induisant ainsi I’expression de CEACAMG6. Afin de
confirmer ces résultats in vivo, nous avons induit une baisse des niveaux de méthylation de
I’ADN des cellules intestinales chez des souris transgéniques CEABACI10. Pour cela, les
animaux ont regu une nourriture pauvre en donneurs de groupements méthyles ce qui a entrainé
une baisse significative du niveau de méthylation du promoteur CEACAMG6. Cette diminution
a été corrélée a une augmentation de I’expression de CEACAMS6 dans le colon des animaux,
ainsi qu’a une susceptibilité augmentée a la colonisation par les bactéries AIEC. Ce travail a
mis en évidence un des mécanismes de la régulation de I’expression de CEACAM®6 pouvant
expliquer I’expression anormale observée chez les patients MC. Ceci pourrait permettre la
colonisation de 1’épithélium par les bactéries AIEC qui seraient ensuite capables d’accentuer
I’expression de CEACAMG6 de par I’induction de TNF-a et d’interferon-y (molécules pro-
inflammatoires connues pour induire 1’expression du gene CEACAM®6). Cependant, d’autres
mécanismes ¢épigénétiques pourraient contribuer a 1’augmentation de 1’expression de
CEACAMBG chez les patients. Ces travaux ont fait I’objet d’une publication dans le journal Gut
(Denizot et al., 2015).

v Travaux complémentaires menés en paralléle du travail de doctorat
En paralléle de ces 3 études de ma these, j’ai également été amené a collaborer étroitement avec

un post-doctorant et une ingénieure d’étude sur deux autres projets.

Le premier projet a consisté en I’analyse des variants du géne fimH (codant I’adhésine
permettant I’interaction des AIEC avec CEACAMO6) au sein d’une collection de souches AIEC.
Nous avons mis en évidence la présence de mutations pathoadaptatives favorisant une
interaction entre les bactéries AIEC et CEACAMG6, phénomene n’étant pas observé dans les
souches d’E. coli commensales. Ce travail a montré I’évolution des souches AIEC, expliquant
ainsi les raisons de leur virulence dans le contexte de la maladie de Crohn. Ces résultats ont été
publiés dans le journal Plos Pathogens, ot je figure en 2°™ auteur (Dreux et al., 2013).

La seconde ¢tude a visé a montrer que des souches de levures probiotiques de type
Saccharomyces cerevisiae avaient un rdle protecteur au niveau de la barriére intestinale en
modele murin de souris CEABACI10 consécutivement a une infection par les bactéries AIEC.

Au cours de ce travail, j’ai réalisé les analyses de perméabilité intestinale sur des souris
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infectées par les bactéries AIEC, traitées ou non par des levures probiotiques. Cette étude
permet d’envisager une thérapie a base de probiotiques pour les patients atteints de MC et
hébergeant des AIEC. Cette étude a été publiée dans le journal Inflammatory Bowel Disease

(Sivignon et al., 2015).
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Figure 5 : Changements d’accessibilité de la chromatine et de la marque H3K27me3 dans
les cellules pré-B au cours du vieillissement.

A- Danalyse des « peaks » ATAC-seq dans les cellules pré-B révele seulement 4 régions
montrant une accessibilit¢ augmentée de la chromatine et 10 présentant une accessibilité
diminuée au cours du vieillissement. Trois des régions dont 1’accessibilité est diminuée sont
situées dans le géne Irsl (insert). B- L’analyse ChIP-seq de la marque H3K27me3 révele
seulement 2 sites génomiques présentant une altération de 1’apposition de cette marque
répressive au cours du vieillissement des cellules pré-B. L’'une est située dans le promoteur du
gene Irsl (augmentation de H3K27me3) et I’autre dans une région régulatrice du miRNA Let-
7b/c2 (diminution de H3K27me3). Ces deux régions d’intérét sont représentées dans les inserts.



Travaux de post-doctorat

Suite 2 mon doctorat et dans 1’optique de poursuivre mon activité de recherche dans le
domaine de la physiologie intestinale et de I’épigénétique, j’ai rejoint le « Babraham Institute »
de Cambridge (Royaume-Uni) en septembre 2013 au sein de 1’équipe du Dr. Patrick Varga-
Weisz, ou j’ai été amené a travailler sur trois projets en parallele. Ce travail de post-doctorat a

¢été financé par des fonds obtenus par le laboratoire d’accueil (BBSRC).

v’ Effet de I’dge sur ’organisation du génome des lymphocytes B

Ce premier projet, mené dans le cadre d’une collaboration pluri-disciplinaire entre
plusieurs post-doctorants du groupe « Nuclear dynamics », a consisté a analyser I’effet de 1’age
sur I’organisation du génome des lymphocytes B a différents stades de leur développement.
Cette étude avait pour but de comprendre les mécanismes moléculaires menant a une altération
des défenses immunitaires au cours du vieillissement. Il a été observé des altérations du
mécanisme de recombinaison VDJ dans les lymphocytes au cours du vieillissement, pouvant
expliquer I’immunité réduite chez les personnes agées. Pour évaluer les effets du vieillissement
sur le développement des cellules B, nous avons étudié 1’expression génique et la structure de
la chromatine a 1’échelle du génome (modifications post-traductionnelles des histones et
conformation 3D des chromosomes) dans les cellules pro-B et pré-B de la moelle osseuse de
souris jeunes et agées. Cette étude a révélé que les niveaux d'expression de la plupart des genes
sont généralement conservés dans des précurseurs de cellules B isolés de souris agées par
rapport a de jeunes souris. Néanmoins, des changements d'expression spécifiques a 1'age ont été
observés au niveau de certains genes, y compris les génes codant pour des micro-ARN. Il est
important de noter que ces changements sont associés a des altérations de la structure de la
chromatine, notamment [’accessibilit¢ a la chromatine, les modifications des histones, les
interactions promoteur a longue distance et la compartimentation nucléaire. Des travaux
antérieurs avaient montré que la différenciation des cellules était étroitement liée aux
modifications des interactions entre les promoteurs et les « enhancers ». Nous avons constaté
que le vieillissement des précurseurs des cellules B est accompagné par des altérations
importantes des interactions promoteurs-enhancers, a 1’échelle du génome. Nous avons
identifi¢ une diminution importante de 1’expression de geénes impliqués dans des composants
de la voie de signalisation du facteur de croissance analogue a l'insuline, en particulier la
« down-regulation » de Irsl et la «up-regulation » de l'expression du micro-ARN Let-7,

comme une signature du phénotype agé. Ces changements d'expression ont été associés a des
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altérations spécifiques de la compaction de la chromatine, comme observé par ATAC-seq
(Figure 5A), et de l'occupation de H3K27me3, suggérant que la répression médiée par
Polycomb joue un rdle dans le vieillissement des cellules B précurseurs (Figure 5B). Les
changements dans l'organisation de la chromatine et de la structure 3D du génome jouent un
role important dans la formation du profil d'expression des génes dans les cellules B précurseurs
agées. Les composants des voies de signalisation du facteur de croissance analogue a l'insuline
sont des cibles clés de la régulation épigénétique dans le vieillissement des précurseurs des
cellules B de 1a moelle osseuse. Ce travail a été publi¢ dans le journal Genome Biology (Koohy

et al., 2018).

v Etude de Ulinteraction entre le microbiote intestinal et les modifications post-

traductionnelles des histones

La crotonylation est une modification post-traductionnelle des histones récemment
découverte. Cette nouvelle marque d’acylation relie le métabolisme cellulaire a la régulation
des geénes (Sabari et al., 2015; Wei et al., 2017). Sa régulation et ses fonctions spécifiques au
sein des tissus sont mal comprises. Nous avons caractérisé I’abondance de la crotonylation dans
différents tissus par western blot et spectrométrie de masse et avons observé que la
crotonylation des histones H3 au niveau de la lysine 18 est une modification étonnamment
abondante dans les cryptes de l'intestin gréle et du colon (Figure 6), et qu'elle est liée a la
régulation de I’expression des génes. Nous avons également identifié les histones désacétylases
de classe I, HDAC1, HDAC2 et HDAC3 comme étant les principaux acteurs de la
décrotonylation de I'histone H3 (Figure 7). Nos résultats ont permis de mettre en avant que les
inhibiteurs de HDAC connus, y compris le butyrate dérivé du microbiote intestinal (inhibiteur
naturel de I’activité des HDACs), affectent la décrotonylation des histones. En accord avec cela,
nous avons constaté que diminuer la concentration bactérienne du microbiote, par utilisation
d’antibiotique, conduit a une diminution globale de la crotonylation des histones dans le colon,
due a une activité¢ importante des HDAC en absence de butyrate endogene (Figure 8). Nos
résultats suggerent que la crotonylation des histones connecte la chromatine au microbiote
intestinal, au moins en partie, via les acides gras a chaine courte et les HDAC. Ce travail, pour

lequel je figure 2°™ auteur, a été publié dans Nature Communications (Fellows et al., 2018).
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Figure 10 : La délétion de SMARCADI1 dans les cellules épithéliales intestinales altére les
niveaux de triméthylation de la lysine 9 de I’histone H3. A- ChIP-seq H3K9me3 réalis¢ a
partir de cellules épithéliales intestinales isolées de souris sauvages et de souris déficientes pour
le facteur de remodelage de la chromatine SMARCADI. Les « peaks » associés a un
enrichissement de la marque étudiée ont été quantifiés en utilisant le logiciel « MACS peaks
calling ». Les points en bleu présentent des différences statistiquement significatives entre les
deux conditions testées (présence ou non de SMARCADI1). B- ScreenShot d’un géne présentant
une modification de I’accumulation de la marque H3K9me3 suite a la délétion de SMARCADI
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v Rdle du facteur de remodelage de la chromatine SMARCAD1 dans la réponse

de ’épithélium intestinal a une colite induite au DSS

L'interaction des cellules épithéliales intestinales avec le microbiote et son role dans la
régulation de I'expression des geénes sont des questions cruciales. SMARCADI (SWI/SNF-
related Matrix-Associated actin-dependent Regulator of Chromatin subfamilly A containing
DEAD/H box 1) est un facteur de remodelage de la chromatine, conservé et connu pour
maintenir I”’hétérochromatine sous forme compacte apres la réplication de I’ADN (Rowbotham
et al., 2011). De ce fait, SMARCADI est fortement exprimé dans les tissus a fort potentiel
réplicatif, parmi lesquels figure I’intestin. Ce facteur étant particulierement exprimé dans la
zone de prolifération de 1'épithélium intestinal, nous avons exploré son réle dans ce tissu.

L’utilisation de souris déficientes pour SMARCADI, spécifiquement dans les cellules
¢épithéliales intestinales (Villin-Cre/SMARCADI1), a mis en évidence le role de ce facteur de
remodelage dans la mise en place d’une colite. En effet, les animaux déficients pour
SMARCADI étaient résistants a la colite induite au DSS, comparativement aux animaux
exprimant ce facteur de remodelage (Figure 9). Une étude RNA-seq a montré de nombreux
génes anormalement régulés en absence de SMARCADI, dont plusieurs génes sont liés a
I''mmunité¢ innée (Reg, intelectin, lysozyme). L'absence de Smarcadl a entrainé¢ des
modifications de 'accessibilité a la chromatine et des modifications significatives de 1'histone
H3K9me3 sur de nombreux sites, y compris des génes qui sont anormalement régulés lors de
la suppression de SMARCADI1 (Figure 10). De plus, ce travail a permis d’identifier des
membres du microbiote intestinal participant a la mise en place de la colite, de fagcon dépendante
de SMARCADI. Il a également mis en évidence le role des facteurs de remodelage de la
chromatine dans les cellules épithéliales de l'intestin dans la réponse a la colite et montre
comment un facteur de remodelage de la chromatine hautement conservé joue un rdle dans la
défense antimicrobienne. Ce travail est actuellement en révision dans le journal Genome

Biology (Kazakevych, Denizot ef al., accepté, sous presse).

Travaux réalisés depuis mon recrutement

Les travaux réalisés depuis mon recrutement, en septembre 2015, seront détaillés sous
forme de résultats préliminaires en introduction des différents objectifs du projet de recherche

proposés dans ce rapport.
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Ulcération de la muqueuse

Patient atteint de la
maladie de Crohn Sujet sain

Figure 11 : Lésions observées chez les patients souffrant de la maladie de Crohn.

A- La maladie de Crohn (MC) peut affecter la totalit¢ du tube digestif, avec une atteinte
préférentielle de I’iléon terminal et du colon. B- La détection d’ulcérations de la paroi intestinale par
endoscopie permet de diagnostiquer la MC (d’apres Inflammatory Bowel Disease, Practice Manual,
2004).



Contexte des travaux de recherche

Les travaux de recherche réalisés précédemment au laboratoire M2iSH (durant ma
thése) ont visé a comprendre le role que les bactéries E. coli adhérentes et invasives (AIEC)
pouvaient avoir dans 1’étiologie de la Maladie de Crohn (MC). Le but de ce travail était de
mieux comprendre les facteurs favorisant I’implantation de ces bactéries dans la muqueuse
iléale des patients atteints de MC et de proposer de nouvelles cibles thérapeutiques pour traiter
les patients porteurs. Les projets de recherche qui seront proposés dans ce manuscrit découlent

directement des travaux réalisés antérieurement.

I- La maladie de Crohn

Les maladies inflammatoires chroniques de I’intestin (MICI) regroupent la maladie de
Crohn (MC) et la rectocolite hémorragique (RCH) et sont caractérisées par une inflammation
chronique du systéme digestif. La MC fut décrite pour la premiere fois en 1932 par le médecin
Burill B. Crohn suite a 1’étude clinique de 14 patients souffrant d’une pathologie d’origine
inconnue nommeée « [léite Régionale » (Crohn et al., 2000). On estime que le nombre de
patients atteints de la MC serait de 2,5 millions dans les pays occidentaux dont environ 150 000
cas en France (Ng et al., 2018). Cette pathologie peut atteindre I’ensemble des segments du tube
digestif mais se localise, dans 40 a 55% des cas, au niveau de I’iléon terminal et du c6lon
(Figure 11A). La MC évolue par poussées d’intensité et de localisations variables entrecoupées
de périodes de rémission clinique. L’observation de manifestations cliniques (douleurs
abdominales, manifestations digestives, amaigrissement) ainsi que la caractérisation de 1ésions
intestinales par examens endoscopiques (Figure 11B) et anatomo-pathologiques permettent de
diagnostiquer cette maladie (Torres et al., 2017). Cette pathologie est incurable a ce jour. En
effet, les traitements actuels, basés sur I’utilisation d’anti-inflammatoires, d’immuno-
modulateurs, d’antibiotiques, de biothérapies (anti-IL-12/IL-23, anti-TNFa (Tumor Necrosis
Factor)), d’anti-intégrines (a4f7) et sur la réalisation d’interventions chirurgicales permettent
seulement de contrdler les symptomes pendant les poussées inflammatoires et de limiter les
récidives (de Mattos et al., 2015). C’est pourquoi il est necessaire de mieux comprendre
I’étiologie de cette maladie afin de pouvoir proposer de nouveaux traitement personalisés aux

patients atteint de MC.
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Figure 12 : Facteurs étiologiques de la maladie de Crohn.

La MC est une pathologie multifactorielle dans laquelle différents facteurs génétiques,
environnementaux, microbiens et épigénétiques sont impliqués. En effet, des polymorphismes
génétiques dans les génes NOD2, ATG16L1 ou encore IRGM et DNMT3a ont été¢ identifiés comme
associés a un risque augmenté de développer la MC. Des facteurs environnementaux comme le
tabagisme, un régime alimentaire de type occidental ainsi que I’exposition a des polluants
atmosphériques jouent ¢également un réle dans 1’étiologie de la MC. Concernant les facteurs
microbiens, des modifications au niveau de la composition du microbiote intestinal avec une
augmentation d’un groupe bactérien particulier, les « Adherent-Invasive Escherichia coli » (AIEC),
sont impliqués dans le développement de la maladie. Etudiés depuis peu, les facteurs épigénétiques
comme les modifications post-traductionnelles des histones semblent également jouer un réle dans le
développement de la MC.
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Figure 13 : Incidence et répartition géographique de la MC dans le monde.

Les incidences sont indiquées pour 100 000 habitants et par an. Les pays a mode de vie occidental
(Amérique et Europe du Nord, Australie) présentent les plus fortes incidences de la MC. Un gradient
de répartition Nord-Sud de la maladie existe en Europe, soulignant I’importance des facteurs
environnementaux dans le développement de cette pathologie (d’aprés Ng et al., 2017).



II-  Facteurs étiologiques de la MC
La MC est une pathologie complexe, multifactorielle impliquant des facteurs
génétiques, microbiens et environnementaux (Figure 12).

1- Facteurs génétiques dans la MC

Des études d’association a [’échelle du génome ont mis en évidence des
polymorphismes génétiques associés a un risque augmenté de développer une MICI au niveau
de 201 génes, 170 d’entre eux étant associés a la MC (Shaw et al., 2019). Parmi ces génes, nous
retrouvons le géne NOD2, impliqué dans la reconnaissance des bactéries intracellulaires, ainsi
que les genes ATG16L1 et IRGM impliqués dans les processus d’autophagie (Henderson and
Stevens, 2012). De plus, des polymorphismes dans le g¢éne DNMT3a, codant pour une enzyme
impliquée dans la méthylation de I’ADN, ont ét¢ identifiés comme facteurs de risque de la MC
(Franke et al., 2010). Toutefois, des études menées sur des jumeaux monozygotes ont révélé
que le partage d’un méme patrimoine génétique n’impliquait pas obligatoirement 1’apparition
de la maladie chez les jumeaux (seulement 20-50% de concordance entre les jumeaux) (Halme
et al., 2006). Cela démontre que la MC n’est pas une maladie génétique a proprement parler et
que les polymorphismes génétiques ne permettent pas d’expliquer a eux seuls le déclenchement

de la pathologie.

2- Facteurs environnementaux dans le MC

L’incidence de la MC est inégale au sein de la population mondiale : elle est
significativement plus importante dans les pays a mode de vie occidental (Europe du Nord et
Amérique du Nord) comparativement aux pays en voie de développement (Ng et al., 2017)
(Figure 13). De plus, I’existence d’un gradient de répartition Nord-Sud de cette maladie aux
Etats-Unis et en Europe suggére ’implication de 1’environnement dans 1’étiologie de la MC.
Plusieurs facteurs environnementaux ont été montrés comme associ€s a un risque augmenté de
développé une MICI. Une analyse récente, compilant les résultats obtenus a travers 53 méta-
analyses a permis d’identifier 9 facteurs augmentant le risque de développer un MICI : le
tabagisme, la vie urbaine, les appendicectomies, les amygdalectomies, 1’exposition aux
antibiotiques, 1’utilisation de contraceptifs oraux, la consommation de sodas, les carences en
vitamine D et ’infection a Helicobacter (autre que par 1’espéce pylori). Au contraire, cette
¢tude a identifi¢ 7 facteurs réduisant le risque de développer une MICI : la pratique d’une
activité physique, I’allaitement, la consommation de thé, le taux élevé de folates et de vitamine

D et enfin I’infection a Helicobacter pylori (Piovani et al., 2019).
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Figure 14 : Clichés de microcopie
électronique a transmission de cellules
épithéliales Hep-2 infectées par la
souche E. coli LF82. Adhésion et
invasion de la souche E. coli LF82 a la
cellule hote (x 6200) (d’apreés Boudeau et
al., 1999)

Gut lumen

Disfunctional
autophagy | ..o

- Lysosome

N ' - Mucins Autolysosome

%0\ 5
| 8 N © Antimicrobial ) )
/ ‘" |ESC  peptides Lamina propria
PC

Figure 15 : Différentes stratégies et facteurs de virulence employés par les E. coli adhérents et
invasifs isolés de patients atteints de MC pour induire une inflammation intestinale. 1- Les
bactéries AIEC expriment une mucinase sécrétée appelée Vat-AIEC permettant la dégradation
du mucus et I’acces aux cellules épithéliales. Elles ont ¢galement acquis la capacité a résister
aux peptides anti-microbiens sécrétés principalement par les cellules de Paneth grace aux geénes
arlA et arlC leur permettant de survivre au contact de I’épithélium. 2- Les bactéries AIEC
adherent a 1’épithélium grace a I’expression de I’adhésine FimH a I’extrémité des pili de type 1
qui interagit avec le récepteur CEACAMS6 exprimé par les cellules épithéliales intestinales. La
chitinase ChiA exprimée par la souche AIEC LF82 permet également cette interaction via une
chitinase humaine CHI3L1 (chitinase 3-like 1). Les OMV sécrétées par la souche AIEC LF82
favorisent D’internalisation des bactéries via l’interaction de la protéine bactérienne de
membrane externe OmpA (sécrétée dans les OMV) et le récepteur Gp96, glycoprotéine du stress
du réticulum endoplasmique. 3- Les bactéries AIEC interagissent avec les cellules M grace a
I’expression de Long Polar Fimbriae (LPF). Ces cellules constituent une porte d’entrée vers la
mugqueuse ou les bactéries AIEC sont capable de survivre et de se multiplier dans les cellules
immunitaires. D’aprés Palmela et al., 2018.



De plus, I’alimentation de type occidental (enrichie en sucres et en graisses et pauvres
en fibres) est de plus en plus répandue dans la société et est associée a une susceptibilité accrue
de développer la MC (Chapman-Kiddell et al., 2010). Les produits transformés font également
partie de ce type de régime et il semblerait que les émulsifiants alimentaires qu’ils contiennent
jouent également un réle dans le développement de I’inflammation intestinale (Chassaing et al.,

2015).

3- Le microbiote intestinal dans la MC

Chez les patients atteints de la MC, il a été décrit des modifications du microbiote
intestinal, ou dysbiose, comparativement a des sujets sains (Alhagamhmad et al., 2016), le
microbiote intestinal étant le terme utilisé pour caractériser la communauté complexe de micro-
organismes vivant au sein du tube digestif. Cette dysbiose se caractérise par une diminution de
la diversité en micro-organismes et par une modification de la richesse en certains groupes
bactériens particuliers. En effet, une augmentation de groupes bactériens a effet « néfaste » est
observée chez les patients atteints de la MC, comme les Escherichia coli qui peuvent
représenter jusqu’a 100% du microbiote aéro-anaérobie facultatif associé¢ a la muqueuse chez
les patients. Particuliérement, ’identification de certaines souches d’E. coli présentant des
propriétés importantes d’adhésion et d’invasion et étant particulierement associées a la
muqueuse intestinale des patients atteints de MC a mené a la définition d’un nouveau pathovar :
les AIEC, Adherent-Invasive Escherichia coli (Darfeuille-Michaud et al., 1998) (Figure 14).
Ces bactéries AIEC ont été isolées au niveau iléal chez 21 a 63% des patients contre seulement
6 a 10% des sujets controles (Darfeuille-Michaud et al., 2004; Martinez-Medina et al., 2009;
Palmela et al., 2018). Elles ont la capacité de coloniser et d’envahir la muqueuse intestinale par
adhésion aux plaques de Peyer via les cellules M (Chassaing et al., 2013) et par adhésion aux
cellules épithéliales intestinales via l’interaction spécifique entre leurs pili de type 1 et la
protéine de surface CEACAMS6 ainsi que via de nombreux mécanismes alternatifs (Barnich et
al., 2007) (Figure 15). Les travaux du laboratoire M2iSH ont également démontré que les
bactéries AIEC régulent finement 1’expression de leurs flagelles au cours de I’infection, les
exprimant davantage dans des conditions mimant 1’environnement intestinal (en présence
d’acides biliaires, de mucines) ce qui leur permet de pénétrer dans la couche de mucus, couche
qu’elles peuvent traverser grace a la sécrétion de la protéase Vat-AIEC, et ainsi d’atteindre les
cellules épithéliales (Gibold et al., 2016; Sevrin et al., 2018). Cependant, I’ensemble de ces
facteurs n’explique pas tous les cas de MC. Il semblerait que d’autres mécanismes soient

impliqués dans le déclenchement et I’évolution de cette pathologie. Ainsi, une attention
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particuliére se porte désormais sur les facteurs épigénétiques et leur implication dans la MC. La
meilleure compréhension des mécanismes d’adhésion et d’invasion des bactéries AIEC devrait
permettre de proposer de nouvelles cibles thérapeutiques pour le traitement des patients atteints
de MC. C’est dans ce contexte que s’inscrivent les projets de recherche que je propose de

développer au laboratoire M2iSH.

Projet de recherche

Le projet de recherche présenté ici sera principalement focalisé sur 1’étude de
I’interaction entre les bactéries AIEC et 1’épithélium intestinal, et comportera plusieurs axes de
recherche. En effet, un premier axe de ce projet de recherche visera a caractériser un nouveau
modele murin pour I’étude de I’interaction AIEC/muqueuse iléale dans un contexte d’infection
chronique. De plus, ce modele devrait permettre d’identifier et mieux caractériser les
conséquences d’une surexpression de CEACAM6, comme observé chez les patients atteints de
MC sur I’homéostasie intestinale et sur la composition du microbiote intestinal. Un deuxiéme
axe de recherche, basé sur des résultats en cours de publication, s’intéressera a mieux
comprendre comment un régime enrichi en molécules donneuses de groupements méthyles
limite la capacité des bactéries AIEC a s’implanter dans la muqueuse intestinale, ce qui pourrait
permettre de proposer une stratégie nutritionnelle permettant de limiter la colonisation
intestinale par les bactéries AIEC. Le 3°™ axe de recherche s’intéressera a 1’identification de
biomarqueurs prédictifs du portage des bactéries AIEC chez les patients atteints de MC. Enfin
les axes de recherche 4 et 5 s’intéresseront aux rdles que peuvent jouer les histones
désacétylases dans la capacité des bactéries AIEC a envabhir les cellules intestinales et devraient
permettre de proposer de nouvelles cibles thérapeutiques pour traiter les patients hébergeant ces

bactéries pathobiontes (Figure 16).
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Figure 17 : Modéle murin Villin-CEACAMS6. A- Stratégie de transgénese utilisée pour
I’introduction du gene humain CEACAMG6 dans le locus HPRT. B- Western blot CEACAMG6
réalisé a partir d’extraits protéiques de muqueuses de souris sauvages et Villin-CEACAMS6. C-
D- Des souris WT et Villin-CEACAMSG6 ont été traitées par 1g/L de streptomycine dans I’eau de
boisson pendant 3 jours avant infection par 10° AIEC LF82. La colonisation par la souche AIEC
LF82 a été suivie au cours du temps C- dans les féces et D- les bactéries associées a la muqueuse
ont ét¢ dénombrées 6 j post-infection. *:p<0,05; **:p<0,01, ***:p<0,001, t-test, Mann-Whitney.



1- Mise en place du modeéle Villin-CEACAMG6 pour I’étude de ’interaction
AIEC-épithélium iléal in vivo

Contexte de ’étude

L’¢étude de I’interaction chronique entre les bactéries AIEC isolées de patients atteints
de MC et I’épithélium iléal nécessite le développement d’un modele murin adapté. Les souches
AIEC ne persistent que tres peu de temps dans le tube digestif de souris sauvages. En effet, ces
souches adhérent a 1’épithélium intestinal via I’interaction entre leurs pili de type 1 variants et
la glycoprotéine CEACAMG6 fortement manosylée (Barnich et al., 2007; Dreux et al., 2013).
Or, le géne CEACAMG n’est pas présent dans le génome de souris, limitant ainsi la colonisation

intestinale par ces bactéries.

Jusqu’a ce jour, le modele le plus utilisé pour 1’étude des AIEC in vivo a été le modéle
CEABACI10. Ces souris portent dans leur génome 10 copies d’un transgéne codant pour les
génes humains CEACAM3, CEACAM5, CEACAM6, CEACAMY (Carvalho et al., 2009; Chan
and Stanners, 2004). Ce mode¢le a été mis en place par Chan et Stanners dont les études visaient
a étudier le role des protéines CEACAMs dans le cancer colorectal. Le modele CEABAC10 a
permis de mieux comprendre les conséquences d’une infection par les AIEC sur 'immunité
innée, sur la fonction de barriere de I’intestin, sur 1’effet d’un régime de type occidental sur la
colonisation intestinale... Une limite importante de ce modele est que I’expression de
CEACAMG est uniquement localisée dans 1’épithélium colique (Denizot et al., 2012). En effet,
dans le modele CEABACIO0, le gene CEACAMG a été cloné en aval de son promoteur humain,
guidant ainsi son expression dans les mémes tissus que chez I’Homme en conditions
physiologiques, a savoir I’épithélium intestinal colique et non iléal. Or, les bactéries AIEC
colonisent préférentiellement 1’épithélium iléal des patients atteints de MC. Cette limite du
modele CEABAC10 nous a amené a développer un nouveau modele transgénique exprimant le
gene CEACAMG dans les cellules épithéliales intestinales grace a son clonage en aval d’un
promoteur Villin. Le transgéne contenant I’ADN codant pour le g¢éne CEACAMG6 humain sous
controle du promoteur Villin a été inséré dans le locus HPRT de cellules embryonnaires de
souris par recombinaison homologue (Figure 17A). Ce modele est disponible au laboratoire
depuis juin 2018. Depuis cette date, des backcross sont réalisés afin de transférer le transgeéne
dans le fond génétique C57Bl/6, fond génétique communément utilisé pour les études

d’interactions hote/pathogénes et les réponses immunologiques.
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Résultats préliminaires

Des western blots ont été réalisés afin de déterminer si I’expression de CEACAMG était
présente dans les tissus intestinaux. Nous avons pu observer une forte expression de CEACAM6
dans le duodénum, le jéjunum et 1’iléon, comme attendu (Figure 17B). Une faible expression
a été observée dans le cblon et dans I’estomac des animaux. De plus, la forme caractéristique
de la bande obtenue («en papillon») suggeére la présence de modifications post-
traductionnelles, potentiellement des glycosylations, nécessaires a la colonisation intestinale
par les bactéries AIEC. Ces résultats sont encourageants et ouvrent de nombreuses pistes

d’étude. Cependant, il est nécessaire de mieux caractériser ce modele murin.
1- Etude de Peffet de la surexpression de CEACAMG sur la physiologie iléale

Trente-six pourcent des patients atteints de MC présentent une expression
anormalement élévée de CEACAMSG6 au niveau des cellules épithéliales intestinales. L’effet de
la surexpression de CEACAMG6 dans I’épithélium iléal n’a pas été étudié¢ a ce jour. Il serait
intéressant de déterminer si I’expression anormale de ce gene modifie la perméabilité
intestinale, ce qui pourrait altérer la fonction de barriere de I’intestin et favoriser I’inflammation
intestinale. De plus, les glycosylations présentes a la surface de la prot¢éine CEACAMG6 étant
reconnues par certains pili de type 1 présent a la surface de bactéries, il semble intéressant de
déterminer la composition du microbiote intestinal dans un contexte de surexpression de ce
gene. En effet, il est probable que cette expression anomale favorise I’implantation de certaines

bactéries au dépend de certaines autres.
2- Conséquences de Uinfection par les bactéries AIEC

Une étude préliminaire d’infection des souris Villin-CEACAMS6 a été réalisée. Nous
avons mis en évidence une persistance prolongée de la bactérie AIEC de référence LF82 dans
ce modele, comparativement aux souris sauvages. En effet, les bactéries étaient plus rapidement
¢liminées dans les feéces des souris sauvages que dans les féces des souris Villin-CEACAMG6 et
un nombre plus important de bactéries a été retrouvé associ€ a la muqueuse intestinale dans le
nouveau modele (Figures 17C-D). Le challenge va résider dans le fait de réussir a obtenir une
colonisation chronique du tube digestif (plus de 6 jours) par les bactéries AIEC dans le modele
Villin-CEACAMBG6. Les résultats préliminaires étant encourageants, nous allons tenter de les
reproduire en augmentant la quantité de bactéries administrées aux animaux et en testant un
grand nombre de souches AIEC, seules ou en combinaison, isolées de patients. Dans le cas ou

une colonisation chronique serait compliquée a obtenir, nous envisageons de croiser ces souris
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avec des animaux porteurs de mutations dans des geénes de susceptibilité de la MC et impliqués
dans le contrdle de la multiplication intracellulaire des bactéries, tels que les geénes de
I’autophagie (ATG16L1 et Nod2). Ces animaux génétiquement modifiés en fond génétique
C57Bl/6 sont disponibles au laboratoire M2iSH.

Une fois une colonisation bactérienne iléale de type chronique par des bactéries AIEC
obtenue dans ce modele, nous envisageons d’étudier la réponse inflammatoire induite par les
AIEC par des approches de dosage ELISA et de cytométrie en flux, d’étudier ’effet de
I’infection sur la perméabilité intestinale (in vivo et ex Vivo en utilisant les chambres de Ussing).
Un point important sera également d’observer la présence des bactéries AIEC au sein des
cellules intestinales et/ou dans les macrophages de la muqueuse iléale. A ce jour, les bactéries
AIEC n’ont jamais été observées dans les cellules de I’hote in vivo. Ceci permettrait d’identifier
avec précision la porte d’entrée de ces bactéries et d’ouvrir de nouvelles pistes d’études pour

limiter leur persistance.

3- Caractérisation de Dinteraction bactérie-épithélium intestinal dans des modéles

d’organoides intestinaux

Les modeles d’organoides intestinaux sont de plus en plus utilisés pour 1’étude la
physiologie de I’épithélium intestinal et représentent un modéle extrémement intéressant pour
I’é¢tude des relations hdte-pathogenes. Les organoides intestinaux sont dérivés de cryptes
intestinales (humaines ou murines), cultivées dans une matrice composée de protéines de la
matrice extracellulaire en présence de facteurs de croissance et de différenciation. Les intéréts
de ce modele sont nombreux. Premiérement, les types cellulaires présents dans les organoides
sont de méme nature que ceux trouvés in vivo dans 1’épithélium intestinal (Sato et al., 2009,
2011). En effet sont retrouvés des entérocytes, des cellules de Paneth, des cellules souches ainsi
que des cellules caliciformes sécrétrices de mucus. Deuxiémement, les organoides sont
dépourvus de cellules immunitaires, facilitant 1’étude de I’interaction entre cellules épithéliales
et microorganismes. Troisiémement, les organoides peuvent é&tre dérivés de souris
génétiquement modifiées (organoides déficients pour certains genes ou surexprimants des
geénes d’intéréts, comme CEACAMG dans notre contexte d’étude). Une limite importante a ce
modele est I'organisation des cellules dans I’organoide. En effet, la lumiére intestinale est
localisée a I’intérieur de 1’organoide, rendant difficile 1’acces du pdle apical des cellules aux
bactéries. Jusqu’a ce jour, les études d’infection d’organoides ont été réalisées par micro-
injection de bactéries dans la lumiere de 1’organoide, technique particuliérement délicate a
mettre en place. Un article récent a montré que la polarité des organoides dépendait de la
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Figure 18 : La culture d’organoides en suspension induit une réversion de polarité. A-
Génération d’organoides en suspension. B- Microscopie a contraste de phase montrant les
organoides en matrigel (gauche) et en suspension (droite). C-E- Les structures des organoides
avec le pole basolatéral a I’extérieur ou le pdle apical a I’extérieur observés en microscopie a
contraste de phase (D) et en microscopie confocale (E) Noyau: bleu, Actine: blanc, ZO-A: vert,
B-caténine: rouge (d’apres Co JY et al., 2019).

A Salmonella B Listeria monocytogenes

Figure 19 : Infection des organoides par A-
Salmonella  enterica ou  B-  Listeria
monocytogenes. Salmonella n’envahit que les
organoides présentant le pole apical a I’extérieur
alors que Listeria n’envahit que les organoides
présentant le pole basolatéral a I’extérieur. A
noter, les cométes d’actine formées par Listeria
pour son passage de cellules en cellules. Actine:
blanc, noyau: bleu, Salmonella: rouge, Listeria:
vert (d’apres Co JY et al., 2019).




présence de matrice extra-cellulaire. En effet, lorsque les organoides sont cultivés sans matrice,
la polarité s’inverse, exposant le pdle apical des cellules vers I’extérieur, et facilitant ainsi
I’infection bactérienne par des souches invasives ciblant préférentiellement le pole apical des
entérocytes (Figures 18 et 19) (Co et al., 2019). C’est cette approche que nous envisageons
d’établir au laboratoire, en utilisant les souris Villin-CEACAMSG6, pour étudier 1’interaction
épithélium-bactéries AIEC. Nous chercherons a identifier, par des approches de microscopie
confocale, le pole cellulaire ainsi que les types cellulaires préférentiellement ciblés par les
bactéries AIEC pour traverser I’épithélium intestinal. Nous suivrons leur multiplication en
temps réel au sein des cellules par microscopie a fluorescence et nous pourrons tester différentes

molécules afin de limiter 1’adhésion et/ou I’invasion de I’épithélium par les bactéries AIEC.

L’ensemble de ces travaux devrait permettre d’établir un nouveau modele mimant
la susceptibilité des patients a €tre colonisés par les bactéries AIEC, de facon a mieux
comprendre et caractériser d’un point de vu moléculaire ’interaction entre les bactéries

AIEC et les cellules hotes, ce qui permettra d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques.

De plus, ce modele devrait permettre d’ouvrir la voie a de nombreux projets de
recherche, comme proposés dans la suite du projet (axes 2-5). Enfin, établir ce modéle in
Vivo, et le modéle d’organoides, permettra de tester de nouvelles molécules thérapeutiques

visant a limiter la colonisation intestinale par les AIEC chez les patients atteints de MC.
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Figure 20 : Métabolisme de la méthylation de ’ADN chez les mammiféres. A- Chez les
mammiferes, la méthylation consiste en 1’ajout d’un groupement méthyle sur le carbone 5 des
cytosines dans un contexte CpG. B- Le substrat principal de la méthylation de I’ADN est la S-
Adénosyl Méthionine (SAM). Elle est produite lors du catabolisme de la méthionine, de la
bétaine, de la choline, du folate et de la vitamine B12 qui sont des molécules dites «donneuses
de groupements méthylesy.
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Figure 21 : Régulation de I’expression du géne CEACAMG. A- Lorsque les sites de fixation
pour le facteur de transcription HIF-1 (HRE: Hypoxia Responsive Element), présents sur le
promoteur du géne CEACAMG6, sont méthylés, HIF-1 ne se fixe pas au niveau du promoteur du
gene. La transcription n’est pas active. B- Lorsque la méthylation des sites HREs diminue sur le
promoteur du gene CEACAMG6, HIF-1 se fixe sur les HREs et entraine une augmentation de
I’expression de CEACAMG (d’apres Denizot et al., 2015).



2- ROle des molécules donneuses de groupements meéthyles dans la
susceptibilité de I’hote a héberger des bactéries AIEC

Contexte de I’étude

Au cours de la derniére décennie, une attention particuliére a été accordée a 1’étude de
la méthylation de I’ADN dans les cellules sanguines et les cellules épithéliales intestinales des
patients atteints de MICI, toutes montrant des sites CpG différentiellement méthylés chez les
patients, par rapport aux témoins (Cooke et al., 2012; Howell et al., 2018; Li Yim et al., 2018;
McDermott et al., 2016; Nimmo et al., 2012; Somineni et al., 2019; Ventham et al., 2016). La
méthylation de 'ADN se produit dans la voie du métabolisme a un carbone et dépend de
plusieurs enzymes et de la disponibilité des micronutriments utilisés comme cofacteurs, tels
que le folate (vitamine B9), la vitamine B12, la méthionine, la choline et la bétaine (Figure 20).
Le folate entre dans le cycle du métabolisme a un carbone ou il est converti, a la suite de
nombreuses réactions enzymatiques, en S-adénosyl-méthionine utilis¢é comme donneur de
méthyles par ’enzyme DNMT pour catalyser la réaction de méthylation de I’ADN (Anderson
et al., 2012; Traube and Carell, 2017). L'apport en molécules donneuses de groupements
méthyles dans 1'alimentation a été associé a la régulation de la méthylation de I'ADN. Il est
important de noter que des carences en B12 et en folate sériques ont fréquemment été observées
dans différentes cohortes de patients atteints de MICI, carences qui pourraient, en raison du role
de ces molécules dans le métabolisme du CH3, étre liées a des profils de méthylation de ' ADN
altérés et a I'expression modifiée de certains genes (Bengi et al., 2018; Bermejo et al., 2013;
Huang et al., 2017; Madanchi et al., 2018; Pan et al., 2017; Yakut et al., 2010).

La méthylation d'un CpG spécifique dans le promoteur du géne CEACAMG6 altére la
fixation du facteur de transcription HIF-1, limitant ainsi la transcription du gene (Figure 21)
(Denizot et al., 2015). Empécher la colonisation de la muqueuse iléale par les bactéries AIEC
pourrait constituer une stratégie préventive pour les patients atteints de MC afin de limiter la
récurrence de la MC. Comme les patients présentent des défauts dans les molécules donneuses
de méthyles et dans la méthylation de 'ADN, une stratégie pour limiter la colonisation par les
bactéries AIEC pourrait consister a rétablir une méthylation correcte du promoteur du geéne
CEACAMG (et d'autres geénes anormalement régulés) afin de diminuer son expression, par le
biais d'une stratégie basée sur un régime alimentaire.

Les régimes enrichis en molécules donneuses de méthyles ont été¢ utilisés dans de
nombreux contextes de recherche. Ces études ont montré que la supplémentation maternelle en

donneurs de méthyles augmente la méthylation de 'ADN de la descendance (Cooney et al.,
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Figure 22 : Effet des molécules donneuses de groupements méthyles sur ’expression de CEACAM6
et sur la colonisation intestinale par les bactéries AIEC.

A-C- Les taux sériques de folate ont été quantifiés chez des patients atteints de MC. Corrélation inverse
entre les taux de folates sériques et le CDEIS (Crohn’s Disease Endoscopic Index of Severity) (A), la
chitinase fécale (B) et la calprotectine fécale (C). D- Des souris CEABACI10 ont recu un régime enrichi
en molécules donneuses de méthyles (MS-diet, Methyl-supplemented diet) au cours de la gestation
jusqu’au sevrage. Niveaux d’expression des 4 genes CEACAMSs humains présents sur le transgeéne porté
par les animaux, quantifi¢ par RNA-seq. Insert: profil d’expression de CEACAM6 (RNA-seq). E-
Meédiane de fluorescence des bactéries « coatées » par les IgA au sein du microbiote fécal. Les souris ont
été traitées soit par le régime MS-diet, soit le régime contrdle (CTR). Les bactéries du microbiote ont été
isolées puis marquées par un anticorps dirigé contre les IgA. Les bactéries I[gA+ ont été stratifiées en 2
populations IgA+°" et IgA-+Hieh Le graphique montre les médianes de fluorescences obtenues dans
chacune des conditions. F-G- Les souris CEABAC10 nourries avec le régime MS-diet ou contrdle ont été
infectées par la souche AIEC LF82. Les bactéries associées au célon ont ét¢ dénombrées a 3 jours post-
infection (F) et le marqueur d’inflammation lipocaline-2 a été quantifié dans les féces au cours de
I’infection (G). *:p<0,05; **:p<0,01, ***:p<0,001, t-test, Mann-Whitney.



2002; Pauwels et al., 2017; Wolff et al., 1998). Dans un contexte d’inflammation intestinale, il
a ¢ét¢ montré que les régimes enrichis en donneurs de méthyles pendant la gestation
augmentaient la sensibilité a la colite induite par le DSS, de mani¢re dépendante du microbiote
(Mir et al., 2013; Nagy-Szakal et al., 2012; Schaible et al., 2011). Ces données montrent
clairement I’importance des molécules donneuses de méthyles dans la régulation de la réponse
inflammatoire intestinale. Cependant, aucune étude n'a analysé les effets d'un tel régime dans
un contexte d’infection par les bactéries AIEC. Dans cette étude, nous nous sommes concentrés
sur la relation existant entre le folate et l'inflammation intestinale chez les patients atteints de
MC et sur l'effet de la supplémentation maternelle en méthyles sur la réponse transcriptomique
au niveau de la muqueuse colique et la colonisation intestinale de bactéries AIEC dans un
modele murin mimant la susceptibilité de I’hote a étre colonisé par les AIEC.
Résultats préliminaires

Nous avons mené une étude sur une cohorte de patients atteints de MC afin de
déterminer s’il existait un lien entre les taux sériques de folate et 1I’inflammation intestinale.
Nous avons mis en évidence une corrélation inverse entre la concentration sérique en folate et
le score endoscopique de sévérité de la maladie (CDEIS) ainsi que les marqueurs fécaux de
I’inflammation (chitinase et calprotectine) (Figure 22A-C). Afin de mieux comprendre le role
des molécules donneuses de groupements méthyles dans I’inflammation intestinale et la
susceptibilité¢ de I’hote a étre colonisé par les AIEC, le modele murin CEABACI10 a recu un
régime alimentaire enrichi en molécules donneuses de groupements méthyles au cours de la
gestation. Les travaux ont ét¢ menés sur la descendance qui a regu le méme régime alimentaire.
Nous avons mis en évidence que ce régime alimentaire augmentait la méthylation du promoteur
du géne CEACAMG dans les cellules épithéliales intestinales coliques, ce qui était associé a une
diminution de I’expression de ce géne (Figure 22D). Une approche ARN-seq a mis en évidence
d’importantes modulations de I’expression de geénes impliqués dans la synthése des IgA. Nous
avons quantifi¢ les bactéries « coatées » avec des IgA dans les feéces des animaux, par
cytométrie en flux. Des études ont clairement montré que les bactéries fortement « coatées »
par des IgA possédaient un potentiel pro-inflammatoire important (Palm et al., 2014; Viladomiu
et al., 2017). Nous avons observé que les animaux recevant un régime enrichi présentaient
moins de bactéries « coatées » avec des IgA, par contre, lorsque ces bactéries étaient « coatées »
avec les IgA, elles I’étaient de fagon plus importante (Figure 22E). Dans ce contexte, les
animaux ont été infectés par les bactéries AIEC. Nous avons pu observer une diminution d’un
facteur 10 de la capacité des AIEC a coloniser 1’épithélium intestinal des animaux recevant le

régime enrichi, comparativement aux animaux contrdles, ce qui était associé¢ a une plus faible
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inflammation induite, comme montré par le dosage du marqueur fécal d’inflammation
lipocaline-2 (Figure 22F-G). Ce travail, réalisé avec Elodie Gimier, étudiante en thése que j’ai
co-encadrée, ouvre de nouvelles perspectives de travail afin de mieux comprendre les
mécanismes menant a ce phénotype et de potentiellement proposer aux patients carencés des

supplémentations en molécules donneuses de méthyles.

Projet de Recherche

1- ldentification des molécules donneuses de méthyles menant au contrdle de la
colonisation intestinale des AIEC
Au cours de 1’étude détaillée ci-dessus, nous avons utilisé un régime fortement enrichi
avec de nombreuses molécules donneuses de méthyles. Or, il est probable que les effets
observés ne dépendent pas de toutes les molécules ajoutées au régime alimentaire. Afin
d’identifier la/les molécule(s) la/les plus importante(s) dans la mise en place du phénotype
observe, les souris Villin-CEACAMG6 seront nourries avec différents régimes alimentaires
synthétisés, enrichis seulement avec une des molécules. Dans un premier temps, la méthylation
du promoteur CEACAMG6 ainsi que son expression seront quantifiées dans les cellules
intestinales suite aux différents régimes. Dans un deuxieme temps, les animaux seront infectés
par différentes souches AIEC, isolées de protocoles cliniques incluant des patients MC, afin de

déterminer quelle molécule permet de limiter la colonisation intestinale par les AIEC.

2- Etude de Ueffet transgénérationnel

Lors de notre étude, les analyses ont été réalisées sur la descendance d’animaux nourris
par le régime enrichi. Le choix de ce protocole s’est basé sur la littérature ou il est clairement
établi que les modifications de méthylation de ’ADN s’opérent au cours de la gestation et des
premicres semaines de vie. Cependant, il semble important de déterminer si le méme phénotype
de protection contre les bactéries AIEC est retrouvé lorsque des animaux recoivent le régime
alimentaire a 1’age adulte. Pour répondre a cette question, des animaux Villin-CEACAM®6
recevront le régime enrichi aprés sevrage pendant différents temps. La capacité des bactéries
AIEC a coloniser I’épithélium intestinal de ces animaux ainsi que leur capacité a induire de

I’inflammation intestinale seront évaluées.
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3- Etude des IgA dans un contexte enrichi en molécules donneuses de méthyles

Notre étude a montré que la voie des IgA pouvait étre impliquée dans le phénotype
d’élimination des bactéries AIEC en réponse au régime enrichi en molécules donneuses de
méthyles. Les IgA sont sécrétés par les lymphocytes B suite & une stimulation du systéme
immunitaire par des antigénes bactériens. Des études ont utilisés une approche d’IgA-seq afin
de mieux caractériser les bactéries « coatées » par les IgA. Afin de les identifier, les bactéries
« coatées » par des IgA seront triées par une approche de FACS puis un séquencage de I’ADN
codant I’ARNr 168 sera réalisé. Dans un contexte de régime alimentaire enrichi en molécules
donneuses de groupements méthyles, cette approche devrait permettre d’identifier les bactéries
préférentiellement ciblées par les IgA et également de déterminer si les bactéries AIEC sont

préférentiellement « coatées » par les IgA suite a I’infection des souris.

4- Etude chez les patients atteints de maladie de Crohn
- Corrélation folate-expression de CEACAM6
Les données obtenues dans les modeles murins nécessitent d’étre confirmés chez les
patients atteints de MC. Pour cela, des biopsies iléales de patients atteints de MC inclus dans
une ¢étude clinique en cours au laboratoire (CEALIVE, 100 patients, PI : Dr. Anthony Buisson)
seront analysées. Il serait, dans un premier temps, intéressant de déterminer s’il existe une
corrélation inverse entre I’expression de CEACAMG6 au niveau iléal, les niveaux de méthylation
du promoteur du gene et la concentration sérique en folate chez les patients. L’expression iléale
de CEACAMG6 sera mesurée par dosage ELISA et la méthylation de son promoteur sera

mesurée par Bisulfite SnapShot a partir des biopsies iléales.

- Corrélation folate-AIEC

Un autre point important sera de déterminer s’il existe une corrélation entre les taux
sériques de folate et la présence de bactéries AIEC associées a la muqueuse. Le statut AIEC des
patients inclus dans 1’étude CEALIVE a précédemment été déterminé. Nous n’avons pas
observé de lien direct entre la présence de bactéries AIEC et la concentration en folate sérique
dans notre cohorte, due a un trop faible nombre de patients étudiés. Le dosage de folate sera
réalisé sur ’ensemble de la cohorte (n=100) afin de déterminer s’il existe un lien entre la
présence d’AIEC associés a la muqueuse, la quantité d’Entérobactéries associées a I’épithélium

11éal et la concentration en folate.

40






- Corrélation folate-IgA

Enfin, il semble important de quantifier et d’identifier les bactéries « coatées » par des
IgA dans la cohorte de patients afin de déterminer si une relation entre IgA et folate existe. Pour
cela, les bactéries présentes dans les selles des patients seront marquées avec un anticorps anti-
IgA et la proportion de bactéries [gA+ sera déterminée par cytométrie en flux et corrélée a la
concentration sérique en folate. De plus, les bactéries [gA+ seront triées par cytométrie en flux
et un séquengage de ’ADN codant ’ARNr 16s sera réalisé afin d’identifier les bactéries
spécifiquement reconnues par les IgA. Ces analyses devraient permettre de déterminer si les
taux de folate sont associés a une capacité augmentée des IgA a cibler certaines bactéries

particulieres.

- Etude clinique

Dans le cas ou tous les résultats obtenus sur la cohorte CEALIVE confirmeraient qu’il
existe une relation inverse entre la concentration sérique en folate, la colonisation par les
bactéries AIEC, I’expression de CEACAMGO et I’inflammation intestinale, il serait important de
réaliser une étude clinique afin de valider nos observations.

Pour cela, des patients MC porteurs de bactéries AIEC seront inclus dans une nouvelle
¢tude clinique. Les patients seront catégorisés aléatoirement dans deux bras, un premier bras
recevant un placebo et un deuxiéme bras recevant la molécule donneuse de méthyles (identifiée
comme impliquée dans 1’élimination des bactéries AIEC). L’évolution de différents parameétres
sera mesurée au cours de I’étude : la concentration en folate sérique, I’expression des marqueurs
d’inflammation fécale (calprotectine, chitinase), la présence de bactéries AIEC sur biopsies
iléales, le score endoscopique de la maladie, I’index de sévérité de la maladie, la composition

du microbiote intestinal, la concentration en IgA fécaux et I’expression iléale de CEACAMBS.

L’ensemble de ce travail devrait permettre de valider (ou non) le role protecteur
des molécules donneuses de groupements méthyles chez les patients porteurs de bactéries
AIEC. Ceci pourrait mener les médecins a prescrire des complémentations systématiques
en ces molécules chez les patients carencés ainsi que chez les patients porteurs de bactéries
AIEC. Cependant, il reste trés compliqué d’identifier les patients porteurs de bactéries
AIEC. C’est pourquoi I’axe 3 de ce projet vise a identifier de nouveaux biomarqueurs

prédictifs de la présence de bactéries AIEC chez les patients atteints de MC.
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été représentées schématiquement. B- En fonction des modifications épigénétiques, 1’organisation de
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transcription active et présentes dans des régions ou des facteurs de transcription (TF) et ’ARN
polymérase II (RNAPII ) ont acceés a I’ADN (adapté de Zhou et al., 2011).



3- Etude de Ueffet des bactéries AIEC sur les marques épigénétiques de la
cellule hote pour [I’identification de biomarqueurs prédictifs du portage des
bactéries AIEC.

Contexte de I’étude

Selon les cohortes étudiées, 21 a 63% des patients sont porteurs de bactéries AIEC
(Palmela et al., 2018). Cependant, la mise en évidence des AIEC chez les patients atteints de
MC repose sur des tests phénotypiques longs a réaliser, nécessitant un certain niveau d’expertise
et donc impossible a mettre en ceuvre, en routine, dans un laboratoire d’analyse médicale. En
effet, il n’existe pas de déterminants génétiques spécifiques a I’ensemble des bactéries AIEC
qui pourraient permettre de les identifier rapidement par une approche moléculaire simple a
partir de biopsies. Afin de les mettre en évidence, une biopsie iléale de patients (biopsie réalisée
au cours d’un examen endoscopique invasif) est étalée sur milieu sélectif pour les
Entérobactéries, différents clones sont ensuite isolés et testés pour leur capacité d’adhésion,
d’invasion des cellules épithéliales intestinales et pour leur capacité de survie en macrophages.
L’ensemble de ce travail étant fastidieux, il semble nécessaire de développer de nouveaux tests
diagnostiques prédictifs de la présence de bactéries AIEC chez les patients. De nombreuses
bactéries invasives ont été montrées comme capables de moduler les marques €épigénétiques de

la cellule hote, et plus particulierement les modifications post-traductionnelles des histones.

Les histones (H2A, H2B, H3, H4) composant le core du nucléosome (premier niveau de
compaction de I’ADN) ainsi que I’histone HI peuvent subir des modifications post-
traductionnelles comme 1’ajout de groupements méthyle, phosphate, ubiquitine, crotonyle,
lactyle ou encore acétyle, principalement au niveau de leur queue N-terminale (Figure 23A).
L’ajout de ces marques par différentes enzymes peut entrainer le recrutement de divers facteurs
protéiques ainsi qu’une modification de la charge des histones, conduisant a la modulation de
I’état de compaction de la chromatine et de I’accessibilité des sites de fixation a des facteurs de
transcription (Bannister and Kouzarides, 2011; Fellows et al., 2018; Zhang et al., 2019; Zhou
et al., 2011). Ainsi, I’ensemble des modifications post-traductionnelles des histones module la
compaction de la chromatine, qui en fonction de son état, relachée ou condensée, peut étre
respectivement associée a un état permissif ou répressif de I’expression des genes (Figure 23B).

Les pathogénes utilisent différents mécanismes pour moduler le niveau d’acétylation
des histones. Il a été démontré que certaines bactéries comme Mycobacterium tuberculosis ou

Helicobacter pylori entrainent une désacétylation des histones suite a 1’infection,
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Figure 24 : Modulation des niveaux d’acétylation des histones lors d’une infection bactérienne.
A- Listeria monocytogenes est capable d’activer le récepteur c-Met présent a la surface des cellules
épithéliales ce qui déclenche une cascade de signalisation aboutissant a la translocation nucléaire de
la sirtuine 2 (Sirt2). Une fois dans le noyau, Sirt2 désacétyle H3K18 ce qui régule négativement
I’expression de génes de I'immunité et favorise la survie et I’invasion de la bactérie (adapté de
Eskandarian et al., 2013). B- La molécule effectrice RomA produite par Legionella pneumophila
bloque I’acétylation de H3K 14 en induisant sa triméthylation. Anaplasma phagocytophilum induit la
sur-expression de HDACT et produit ’ankyrin-A, qui via sa fixation a I’ADN, recrute HDAC1 au
niveau des promoteurs des génes. Pseudomonas aeruginosa produit une molécule de quorum
sensing, le 2-aminoacétophénone, qui induit la sur-expression de HDACI1 dans les cellules hotes.
L’ensemble de ces modifications entraine une hypoacétylation et une condensation de la chromatine

qui se traduisent par une répression de 1’expression des geénes de I'immunité (d’apreés Grabiec et
Potempa, 2018).



respectivement, de monocytes ou de cellules épithéliales gastriques, en favorisant notamment
la formation de complexes contenant des histones désacétylases (HDAC) (Grabiec and
Potempa, 2018). Toutefois, le mécanisme de régulation bactérien de 1’acétylation des histones
le mieux décrit est celui utilisé par le pathogéne intracellulaire Listeria monocytogenes qui, via
sa protéine de surface InlB, active le récepteur cellulaire c-Met. Cette interaction déclenche une
cascade de signalisation aboutissant a la translocation nucléaire de la sirtuine 2 (SIRT2). Au
cours de D’infection par Listeria monocytogenes, la sérine 25 de SIRT2 subit une
déphosphorylation, permettant son association a la chromatine (Pereira et al., 2018). Recrutée
au niveau de régions promotrices, SIRT2 entraine la désacétylation de H3K18 régulant ainsi
négativement 1’expression de génes impliqués dans la réponse immunitaire favorisant a terme
la survie et la multiplication de Listeria (Eskandarian et al., 2013) (Figure 24A). De plus, L.
monocytogenes est capable de déphosphoryler la sérine 10 de I’histone H3 de facon dépendante
de la formation de pores a efflux K+ induits par la Listeriolysine O. Ces modifications
épigénétiques ont été associées a la diminution d’expression de nombreux geénes pro-
inflammatoires par la cellule hote (Hamon and Cossart, 2011; Hamon et al., 2007). Autre
exemple bien décrit, celui de Legionella pneumophila qui, via sa molécule effectrice RomA,
cause la triméthylation de H3K 14 bloquant ainsi I’acétylation de ce résidu (Figure 24B). Cette
hypoacétylation inhibe I’expression de geénes de I’immunité innée tels que TLR5 et IL6 (codant
I’interleukine-6) ce qui limite la réponse inflammatoire et favorise la persistance de 1’agent

pathogene dans la cellule hote (Rolando et al., 2013, 2015).

Les objectifs principaux de cet axe de recherche sont de mieux comprendre les
mécanismes moléculaires mis en jeu au cours de I’infection bactérienne par les bactéries AIEC,
d’identifier les marques épigénétiques modifiées spécifiquement par ces dernieres, ainsi que les
genes dérégulés au cours de I’infection afin de proposer de nouveaux biomarqueurs prédictifs

de la présence d’AIEC chez les patients.

Résultats préliminaires

Afin de déterminer si la souche AIEC de référence LF82 est capable de moduler les
marques €pigénétiques, comme décrit pour d’autres bactéries pathogenes, des cellules
épithéliales intestinales (CEIs) Caco-2 ont été infectées durant différents temps afin d’étudier
la marque permissive H3KO9ac, associée a une transcription active, par western blot et

immunofluorescence. Une augmentation importante de 1’accumulation de H3K9ac,
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Figure 25 : Effet de la souche AIEC LF82 sur la marque H3K9ac et sur I’expression des
HDAC dans les cellules épithéliales intestinales Caco-2.

Les cellules Caco-2 ont été infectées par la souche AIEC LF82 a une multiplicité d’infection de
100 bactéries par cellules pendant différents temps. A- Western blot H3K9ac et GAPDH
(controle de charge). B- Immunofluorescence H3K9ac aprés 6h d’infection. C- Niveau
d’expression des HDAC et des sirtuines en conditions non infecté (NI) et suite a I’infection par
la souche AIEC LF82, mesuré par ARN-seq. D- Mesure de 1’activit¢ HDAC totale au cours de
I’infection. *:p<0,05; **:p<0,01, ***:p<0,001, ANOVA.



comparativement a la condition contréle non infecté (NI), a été observée a 3h post-infection
(Figure 25A-B).

Les niveaux d’acétylation du génome étant finement régulés par 1’expression et
I’activité des HDAC, I’expression de ces dernieres en réponse a I’infection par la souche AIEC
LF82 a été étudiée par analyse transcriptomique (ARNseq). Aucune variation d’expression des
11 HDAC classiques et des 7 sirtuines n’a été observée en réponse a I’infection (Figure 25C).
De plus, les HDAC étant des enzymes, il est important d’évaluer leur activité. Dés 30 min
d’infection des cellules Caco-2 par la souche AIEC LF82, une diminution significative de
I’activit¢ HDAC globale a été observée comparativement a la condition contrdle non infecté,
cette diminution s’accentuant fortement au cours de I’infection jusqu’a atteindre une diminution
d’un facteur 4 a 4h post-infection (Figure 25D). Ces résultats montrent que I’infection des
cellules Caco-2 par la souche AIEC LF82 entraine une diminution de I’activit¢ HDAC globale
des cellules, ce qui pourrait expliquer 1’augmentation de ’acétylation de H3K9 observée en

contexte infectieux.

Projet de recherche

1- Identification des marques épigénétiques spécifiquement altérées au cours de

Uinfection par les bactéries AIEC

Des cellules épithéliales intestinales Caco-2, T84 et HT29 seront infectées par
différentes souches AIEC et non AIEC isolées de patients atteints de MC. Une approche par
spectrométrie de masse sera utilisée afin d’identifier les marques épigénétiques modifiées. Cette
¢tude sans a priori devrait permettre de couvrir la totalit¢ des modifications post-
traductionnelles connues a ce jour. En effet, de nouvelles modification des histones sont
régulierement identifiées, telles que la crotonylation, la sérotonylation et la lactylation (Farrelly
et al., 2019; Fellows et al., 2018; Zhang et al., 2019), rendant I’étude de la régulation de
I’expression des genes de plus en plus complexe. Cette étude de caractérisation des profils de
modifications post-traductionnelles des histones sera réalisée en prestation de service. Une fois
une série de marques identifiées comme modulées spécifiquement au cours de I’infection par
les bactéries AIEC, celles-ci seront confirmées par des techniques de western blot et
d’immunofluorescence. De plus, une approche de ChIP-seq sera utilisée pour localiser
précisément les modifications induites par les bactéries AIEC a I’échelle du génome. Une
validation in vivo sera réalisée dans le modele Villin-CEACAM®6 décrit précédemment. Les

animaux seront infectés par les différentes souches AIEC identifiées comme colonisant
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fortement la muqueuse iléale des animaux et les marques identifiées par spectrométrie de masse
seront analysées sur entérocytes purifiés par cytométrie en flux. Cette partie du projet de
recherche devrait donc permettre d’identifier des marques épigénétiques spécifiquement

modulées par les bactéries AIEC.

2- Identification de la signature transcriptomique induite par les bactéries AIEC :

recherche de biomarqueurs prédictifs

Les résultats préliminaires ont montré que I’infection par les AIEC modulait certaines
marques épigénétiques de la cellule hote. Les modifications post-traductionnelles des histones
¢tant fortement impliquées dans la régulation du niveau de compaction de la chromatine, il est
fort probable que les bactéries AIEC modulent I’expression des génes de la cellule hote. Une
approche RNA-seq sera utilisée afin d’identifier les génes spécifiquement dérégulés par les
bactéries AIEC, comparativement a des souches d’E. coli non AIEC. Ceci sera réalisé dans un
premier temps dans des modeles de cellules en culture et sera confirmé dans le modéle in vivo
Villin-CEACAMBS6. Ce travail devrait permettre d’identifier des génes comme spécifiquement

induits/réprimés au cours de 1’infection par les bactéries AIEC.
3- Confirmation des biomarqueurs sur tissus de patients atteints de MC

Le laboratoire M2iSH est impliqué, depuis plusieurs années, dans la mise en place d’une
bio-banque de tissus iléaux de patients atteints de MC. Cette bio-banque est gérée par le groupe
REMIND (Groupe de REcherche sur les Maladies Inflammatoires Digestives) qui inclut des
patients dans une dizaine de centres hospitaliers en France. Les patients porteurs de bactéries
AIEC ont été identifiés et des tissus ont été inclus en paraffine permettant de réaliser des
marquages immunohistochimiques. Les deux objectifs précédents auront identifiés des marques
épigénétiques comme modulées et des génes comme étant dérégulés par les bactéries AIEC.
L’accumulation des marques candidates et des protéines codées par les geénes dérégulés seront
recherchées sur les tissus de patients issus de la cohorte REMIND par immunohistochimie. La
cohorte étant composée de patients porteurs d’AIEC et de patients non-porteurs, nous
chercherons a déterminer quelle combinaison de biomarqueurs est la plus prédictive de la

présence de bactéries AIEC associées au tissu.
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4- Identification des facteurs de virulence bactériens responsables des modulations
épigénétiques identifiées

Les facteurs de virulence des bactéries AIEC impliqués dans les mécanismes de
modulation des marques épigénétiques ne sont pas connus a ce jour. Les souches AIEC
possedent différents moyen d’injecter des effecteurs dans la cellule hote. Ces bactéries sécrétent
des vésicules de membranes externes (OMVs, Outer Membrane Vesicles) et codent pour des
systémes de sécrétions tel que le systéme de sécrétion de type 6 (Boysen et al., 2015; Miquel et
al., 2010; Rolhion et al., 2010). Ces mécanismes, et d’autres non encore identifiés pourraient
participer a la modification des marques épigénétiques de 1’hote. Afin d’identifier les genes
importants pour la modulation de 1’épigénome de 1’hdte, une banque d’insertion du transposon
Tn5 sera créée dans la souche AIEC LF82. Environ 5000 clones présentant un site d’insertion
unique du transposon seront repiqués puis testés pour leur capacité a moduler les marques
histones. Pour cela, des cellules Caco-2 seront cultivées en plaques 96 puits et seront infectées
par les différents mutants d’insertion. La modification post-traductionnelle identifiée comme
modifiée par les bactéries AIEC (au début de ce projet) sera utilisée pour le crible des mutants.
Un marquage immunofluorescent sera réalisé pour quantifier la marque dans chacun des puits
suite a ’infection par les différents mutants. Les mutants ayant perdu leur capacité a moduler
la marque étudiée seront plus amplement analysés. Le site d’insertion du transposon sera
localisé par séquencage afin d’identifier le/les gene(s) invalidé(s) par I’insertion du transposon

ce qui permettra d’identifier les génes potentiellement responsables du phénotype étudié.

L’ensemble de ce projet de recherche devrait permettre de proposer de nouveaux
marqueurs prédictifs de la présence de bactéries AIEC chez les patients atteints de MC
afin de stratifier les patients pour leur proposer le traitement le plus adapté a leur
pathologie. De plus, cette étude devrait permettre d’identifier un ou plusieurs nouveaux
facteurs de virulence chez la souche AIEC LF82, lui permettant de manipuler le génome
de I’hote (nucléomoduline). Si tel est le cas, ceci pourrait permettre de proposer une

nouvelle protéine bactérienne qui pourrait étre la cible de molécules d’anti-virulence.
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Figure 26 : Représentation schématique des différentes classes de HDAC.
Les HDAC existent au nombre de 18 chez I’ Homme et sont organisées en 4 classes : la classe I, II et
IV présentent des similarités de séquence et leur activité enzymatique est dépendante du Zn?" tandis

que les sirtuines, classe III des HDAC, ont une activité enzymatique dépendante du NAD* (d’aprés
Seto and Yoshida, 2014).
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Figure 27 : Représentation schématique des altérations de I’épigénome chez les patients
atteints de la MC. Chez les patients, des génes présentant un enrichissement ou un appauvrissement
en la marque permissive H3K4me3 ont été détectés. Un niveau d’acétylation global plus important
de I’histone H4 a également été constaté dans des biopsies de patients enflammées tout comme une
diminution de I’expression de la plupart des HDAC.



4- Etude du réle des histones désacétylases de I’héte dans la virulence des

bactéries AIEC et dans la réponse de I’hote a linfection

Contexte de I’étude

Chez I’Homme, 18 histones désacétylases (HDACs) différentes ont été identifiées sur
la base d’analyses phylogénétiques et d’homologies de séquence avec des protéines de levures.
Elles sont regroupées dans 4 classes distinctes (classe [ a IV) (Seto and Yoshida, 2014) (Figure
26). Les HDAC ont des rdles clés dans I’immunité innée, en modulant les voies de signalisation
des Toll-like receptors (TLR) et de I’interféron, et dans I’immunité adaptative en modulant les
voies de présentation des antigeénes, le développement et la polarisation des lymphocytes
(Shakespear et al., 2011).

Certaines altérations de 1’épigénome ont été observées chez les patients atteints de la
MC (Figure 27). En effet, I’étude des modifications post-traductionnelles des histones a mis en
¢vidence une signature particuliere H3K4me3 (marque permissive) dans des cellules
épithéliales intestinales isolées de 1’iléon terminal de patients nouvellement diagnostiqués
(Kelly et al., 2018). Les geénes présentant un enrichissement en cette marque permissive ont été
identifiés comme impliqués dans la réponse immunitaire de la cellule face a des facteurs
bactériens tandis que les geénes présentant un appauvrissement en cette marque sont
principalement impliqués dans 1’absorption intestinale et le métabolisme des protéines et des
lipides. Un niveau d’acétylation global significativement plus élevé de I’histone H4 a également
¢été observé dans des biopsies enflammées et des plaques de Peyer de patients atteints de la MC
comparativement a des tissus contrdles issus d’individus sains et des tissus controles non
enflammés issus de patients, les résidus lysine 8 et 12 étant ceux présentant I’acétylation la plus
forte (Tsaprouni et al., 2011). Cela suggere une association entre acétylation des histones et
inflammation in vivo. Enfin, une diminution globale de I’expression de 8 HDAC classiques (sur
11) a été observée dans des cellules épithéliales intestinales (CElIs) isolées de biopsies coliques
de patients en situation de poussées inflammatoires comparativement a des sujets sains
(Friedrich et al., 2019). Ces variations d’expression pourraient expliquer les modifications
d’acétylation observées au niveau intestinal chez les patients. De plus, elles pourraient étre dues
aux bactéries du microbiote intestinal puisqu’il est connu que certaines bactéries ont la capacité
de réguler les modifications épigénétiques de 1I’hdte via la synthése de métabolites actifs sur les
enzymes impliquées dans la régulation des marques d’acylation des histones (Bhat and Kapila,

2017; Yeetal., 2017).
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Figure 28 : Effet de I’inhibition des HDAC sur la capacité d’invasion des AIEC.

Les cellules Caco-2 ont été traitées par différentes concentrations de SAHA (inhibiteur pan-
HDAC) pendant 24h. A- Western blot H3K9ac réalisé a partir d’extraits protéiques des cellules
traitées. B- Capacité d’invasion de la souche AIEC LF82, déterminée par un test de protection a
la gentamicine, suite au traitement des cellules par différentes concentrations de SAHA.
*:p<0,05; **:p<0,01, ***:p<0,001, ANOVA.



Ainsi, des modifications ¢épigénétiques telles que des modulations des niveaux
d’acétylation de certaines histones tout comme des diminutions d’expression des HDAC ont
ét¢ démontrées chez les patients atteints de MC. Toutefois, a ce jour, les mécanismes
moléculaires menant a une colonisation augmentée de la muqueuse intestinale par les bactéries

pathobiontes AIEC chez les patients atteints de la MC n’ont pas été clairement identifiés.

Résultats préliminaires

La forte diminution de I’activité des HDAC induite par la souche AIEC LF82 suggere
un role central de ces enzymes dans le processus d’adhésion et/ou d’invasion des CElIs par les
AIEC (Figure 25D). Un inhibiteur global des HDAC, le SAHA, a été utilis¢ afin de déterminer
le role des HDAC au cours de I'infection. Des cellules Caco-2 pré-traitées avec 1’inhibiteur ou
le DMSO durant 24h ont été infectées par la souche AIEC LF82. L’accumulation importante
de la marque H3K9Ac de fagcon dose-dépendante valide I’effet de 1’inhibiteur (Figure 28A).
La mesure du pouvoir invasif de la souche AIEC LF82 sur les cellules Caco-2 montre que la
bactérie envahit plus efficacement les cellules, de maniére significative et dose-dépendante
lorsqu’elles ont été pré-traitées avec les plus fortes doses de SAHA comparativement a la
condition controle DMSO (Figure 28B). Ces résultats montrent que ’activit¢ HDAC des CEls

permet de limiter I’invasion cellulaire par la souche AIEC LF82.

Une analyse transcriptomique des cellules Caco-2 transfectées par différents siARN
ciblant les ARNm HDAC 1, 2 et 3 et infectées par la souche AIEC LF82 a été réalisée afin
d’identifier le role des HDAC au cours de I’infection. Cette analyse a révélé la sur-expression
significative de 441 geénes suite a ’infection des cellules tandis que 64 génes ont vu leur
expression significativement réprimée (siScramble NI (Non Infecté) vs siScr + LF82) (Figure
29A). Suite a une analyse de « Gene Ontology », 55 des génes significativement sur-exprimes
ont été identifiés comme étant impliqués dans la réponse inflammatoire, la majorité étant des
médiateurs pro-inflammatoires. Afin de mieux comprendre la fonction des HDAC lors de
I’infection, une « Heatmap » représentant ’expression relative de ces 55 genes dans les
différentes conditions d’infection (siScr vs siHDAC1/siHDAC2/siHDAC3) a ensuite été
réalisée (Figure 29B). Ces résultats ont permis de mettre en évidence le role des différentes
HDAC dans la régulation des génes de I’inflammation en réponse a I’infection. En effet, il a été
observé que de nombreux génes induits par la souche AIEC LF82 étaient exprimés de fagon
plus importante dans un contexte de cellules déficientes pour HDAC1 ou HDAC2. A titre

d’exemple, en contexte infectieux, CXCLS et TNF, deux genes codant pour des cytokines clés
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Figure 29 : Role des HDAC de classe 1 dans la réponse inflammatoire au cours de

P’infection par la souche AIEC LF82.

A- Analyse transcriptomique (ARN-seq) de cellules infectées par la souches AIEC LFS82.
Analyse statistique DeSeq2 (p<0,05). Bleu : génes sur-exprimés en condition d’infection, rouge :
geénes sous-exprimés en condition d’infection. Résultats de 1’analyse « Gene ontology » réalisée
sur les génes induits au cours de I’infection. B- « Heatmap » des geénes inflammatoires induits
par I’infection dans les conditions déficientes pour les différentes HDAC de classe 1 (cellules
transfectées avec différents siARN). C- Quantification de 1’expression de 4 génes représentatifs.

*:p<0,05; **:p<0,01, ***:p<0,001, ANOVA.




dans la MC, sont significativement plus exprimés suite a I’inhibition de HDAC2
comparativement a la condition siScr + LF82 (Figure 29C). Un autre exemple concerne le géne
IL1B codant pour la cytokine pro-inflammatoire IL-1pB, impliquée dans I’altération de la
fonction barriere de I’intestin chez les patients. Son expression, induite en contexte infectieux,
est encore plus importante quand 1’expression de HDAC1 et HDAC2 est réprimée. Au
contraire, la « Heatmap » démontre clairement que diminuer 1’expression de HDAC3 permet
de controdler la réponse inflammatoire suite a I’infection (colonne siHDAC3 + LF82) (Figure
29B-C). Ces résultats démontrent qu’au cours d’une infection par la souche AIEC LFS82,
HDACI1 et HDAC?2 limiteraient 1’expression de genes pro-inflammatoires tandis que HDAC3
favoriserait leur expression, faisant de HDAC3 une cible thérapeutique potentiellement
intéressante pour limiter 1’inflammation induite par les bactéries AIEC.

Ces résultats ont ét¢ obtenus au cours du travail de Master 2 de Mélissa Chervy que j’ai
encadré sur la période Janvier-Juin 2019. Suite a ce Master 2, Mélissa Chervy a obtenu un
financement de thése de la Fondation pour la Recherche Médicale afin de continuer ce projet,

sous ma direction.

Projet de recherche

1- Identifier les HDAC humaines et leurs génes cibles impliqués dans le processus
d'invasion des bactéries AIEC

Les données préliminaires obtenues par une étudiante de Master 2 que j'ai supervisé
ont montré que l'inhibition de l'activité des HDAC dans les CEIs Caco-2, en utilisant l'inhibiteur
de pan-HDAC SAHA, conduit a une augmentation de la capacité invasive de la souche AIEC
LF82 de 7,1 fois (Figure 28B). Ces données montrent clairement que les bactéries AIEC
pourraient tirer profit d’une activit¢ HDAC altérée pour entrer dans les CEIL Cependant, les
mécanismes impliqués dans ce phénotype ne sont pas encore connus. Notre hypothése est que
l'inhibition des HDAC entraine une réponse transcriptomique altérée suite au remodelage de la
chromatine, permettant ainsi l'expression de génes importants pour 1'invasion par les bactéries
AIEC. Cibler les HDAC pour traiter les patients atteints de MC ne semble pas €tre une stratégie
viable dans le sens ou les HDAC régulent I’expression de nombreux geénes et une telle thérapie
pourrait entrainer de profonds effets secondaires. C'est la raison pour laquelle nous allons
concentrer notre étude sur les génes cibles des HDAC, qui pourraient représenter des cibles
thérapeutiques plus prometteuses dans le traitement de la MC.

Afin d’identifier les HDAC responsables du phénotype observé suite au traitement

avec le SAHA, I’expression de chacune des HDAC sera individuellement diminuée a I’aide de
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siARN. La capacité d’invasion de la souche AIEC LF82 sera mesurée. La/Les HDAC
identifiée(s) comme limitant I’invasion feront 1’objet d’études plus approfondies. Les HDAC
d’intéréts seront alors sur-exprimées en cellules épithéliales intestinales (CEIs) afin de
confirmer leur role dans 1’invasion bactérienne. Afin d’identifier les génes régulés par ces
HDAC qui sont importants pour limiter I’invasion bactérienne, une approche transcriptomique
par ARN-seq sera réalisée. Les génes dérégulés suite au traitement siARN seront étudiés par
« Gene ontology ». L’expression des geénes identifiés (cibles des HDAC et potentiellement
impliqués dans l'invasion par les bactéries AIEC) dans les CEIs Caco-2 sera diminuée par une
approche siARN ou augmentée a 'aide de plasmides d'expression et des tests d'invasion seront
réalisés a l'aide de différentes souches AIEC, confirmant ainsi I'implication de ces génes dans
le processus d'invasion des AIEC. Cette approche devrait permettre d’identifier des génes de
I’hote, régulés par les HDAC, comme impliqués dans le controle de I’invasion par les AIEC
dans des conditions non pathologiques. Ces genes pourraient représenter des cibles

thérapeutiques intéressantes pour limiter 1’invasion des bactéries AIEC dans les CEls.

2- Validation in vivo

Les souris Villin-CEACAMSG traitées ou non traitées par un inhibiteur de HDAC
seront infectées par des souches AIEC et la colonisation bactérienne sera suivie
quotidiennement dans les selles et les bactéries AIEC associées aux muqueuses seront
dénombrées au moment du sacrifice (6 jours apres l'infection ou plus). De plus, les effets de
I’inhibiteur des HDAC sur des parametres intestinaux importants tels que la sécrétion et
I'épaisseur de mucus, la composition du microbiote et la sécrétion de cytokines seront étudiés.
Toutes ces données devraient permettre de mieux comprendre en quoi la susceptibilité de 1'hote
(ici, les défauts de l'activité¢ HDAC) peut favoriser la colonisation intestinale par les bactéries
AIEC et quels sont les genes les plus importants pour la colonisation par les AIEC (expression
augmentée ou diminuée). En fonction des génes identifiés, ces génes seront inhibés in vivo en
utilisant des inhibiteurs, si disponibles, ou des souris KO conditionnelles dans les cellules
épithéliales seront utilisées afin de valider le role de ces geénes dans la colonisation intestinale
par les AIEC. Le but de ce travail est d’utiliser les inhibiteurs des HDAC comme un outil
permettant d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques afin de prévenir la colonisation par

les bactéries AIEC chez les patients atteints de MC.
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3- Validation de la relation existante entre les HDAC, I'expression de génes candidats,
et la colonisation intestinale par les AIEC

Les expériences décrites ci-dessus devraient identifier les HDAC et leurs genes cibles
impliqués dans le contrdle de I’invasion des CEIs par les AIEC. Pour confirmer ces
observations sur des échantillons humains, les expressions des HDAC et des génes candidats
seront analysées sur des biopsies iléales de patients atteints de MC par des techniques
d'immunohistochimie, par RT-qPCR et par western blot. Nous utiliserons la bio-banque
existante créée par le groupe REMIND qui comprend au moins 150 patients pour lesquels le
statut AIEC a été préalablement déterminé et les données cliniques disponibles. Les corrélations
entre la présence d'AIEC sur la biopsie et le niveau d'expression des génes candidats seront

¢tudiées sur toutes les biopsies de la cohorte.

Les travaux proposés dans cet axe ont pour objectif majeur de décortiquer les
mécanismes moléculaires favorisant I’invasion des CEIs par les bactéries AIEC afin
d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques pour proposer de nouvelles thérapies
ciblées aux patients porteurs de ces bactéries. D’un point de vue plus fondamental, ce
travail devrait permettre de mettre en évidence de nouveaux mécanismes impliqués dans
I’entrée de bactéries invasives dans les CEls, mécanismes qui pourraient potentiellement

étre partagés par d’autres bactéries invasives.
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5- Effet du mode de vie occidental sur la modulation épigéenétique de
D’expression des génes et sur la susceptibilité des patients a héberger des

bactéries pathobiontes.

Contexte de I’étude

Nos données préliminaires montrent clairement que l'activit¢ HDAC est nécessaire
pour limiter I'entrée des bactéries AIEC dans la cellule hote. Il a été démontré que de nombreux
facteurs environnementaux augmentaient le risque de développer la MC et que certains
facilitaient la colonisation intestinale par AIEC (Chassaing et al., 2015; Martinez-Medina et al.,
2014). Notre hypothéese est que certains des facteurs environnementaux associés a un risque
augmenté de développer la MC pourraient diminuer l'activit¢ des HDAC dans l'intestin,
facilitant ainsi la colonisation par les bactéries AIEC. Cependant, les facteurs
environnementaux participant a la régulation de 1'activité de ces enzymes in vivo ne sont pas

clairement identifiés a ce jour.

1- Quel est Ieffet du régime HF / HS, des antibiotiques et des émulsifiants sur ’activité
des HDAC?

Etant donné que les émulsifiants, les antibiotiques et le régime alimentaire riche en
graisses et en sucres (HF/HS : high fat/high sugar) sont des facteurs environnementaux connus
pour favoriser la colonisation intestinale par les bactéries AIEC dans différents modeles murins,
nous proposons que ces facteurs pourraient moduler l'activité/l'expression des HDAC et, par
conséquent favoriser I’implantation des bactéries AIEC (Agus et al., 2016; Chassaing et al.,
2015; Martinez-Medina et al., 2014). Une étude de Fellows et al., a laquelle j’ai activement
participé, a mis en évidence l'effet des antibiotiques sur I'expression de HDAC2 chez la souris
(Fellows et al., 2018). Ces données montrent que les antibiotiques peuvent profondément
moduler l'expression de HDAC?2 et I'expression de ses génes cibles dans l'intestin. A ce jour,
aucune donnée n’a été rapportée concernant l'effet d’un régime HF/HS et des émulsifiants sur
I’expression et ’activité des HDAC. Des souris sauvages seront exposées de maniere chronique
a différents antibiotiques couramment utilisés, ou a un régime HF/HS ou a des émulsifiants tels
que le CMC et le P80. L'activité globale des HDAC sera quantifiée dans les entérocytes
intestinaux purifiés par FACS et I'expression de chaque HDAC sera déterminée dans les tissus
intestinaux par western blot et par immunohistochimie (IHC). Enfin, les niveaux d'expression

des génes cibles des HDAC et importants dans I’invasion par les bactéries AIEC, seront
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mesurés par RT-qPCR, western blot et IHC. Ces travaux devraient mettre en évidence l'effet
des facteurs environnementaux sur l'expression des genes de 'hdte, par le biais de la modulation
des HDAC, et devraient permettre de mieux comprendre comment les facteurs
environnementaux contribuent a favoriser la colonisation par les bactéries AIEC dans les pays

développés.

2- L'effet observé dépend-il du microbiote intestinal?

Les antibiotiques, le régime HF/HS et les émulsifiants sont connus pour modifier
radicalement la composition du microbiote intestinal. L'implication du microbiote dans la
régulation de l'activité des HDAC sera étudié¢e. Une transplantation de microbiote sera réalisée
a partir de souris traitées (par des antibiotiques ou recevant le régime HF/HS ou bien des
émulsifiants) vers des souris axéniques receveuses. L'expression et l'activité des HDAC dans
les CEI des souris receveuses seront analysées. Dans le cas ou 'activité des HDAC est modifi¢e
par un effet dépendant du microbiote, le phénotype devrait étre transférable par le microbiote a
la souris receveuse. Dans le cas ou le phénotype n'est pas transférable par le microbiote, les
souris axéniques seront traitées avec des antibiotiques, un régime HF/HS ou des émulsifiants
afin de déterminer les effets de ces traitements sur 'activité des HDAC et 1'expression des génes
cibles dans un contexte dépourvu de microbiote. Cela montrerait également que les
antibiotiques, le régime alimentaire occidental et/ou les additifs alimentaires régulent
directement 1’activité des HDAC, indépendamment du microbiote.

Ce dernier axe de recherche proposé ici devrait permettre de mieux comprendre en
quoi le mode de vie occidental est associé¢ a un risque ¢élevé d’€tre colonisé par les bactéries

AIEC et a développer une maladie de Crohn.

Pour conclure, les travaux de recherche que je propose de développer visent a
mieux comprendre les mécanismes moléculaires d’interaction entre les bactéries AIEC de
facon a identifier des biomarqueurs prédictifs de la présence de bactéries AIEC et de
proposer de nouvelles cibles thérapeutiques pour traiter les patients atteints de MC. Pour
cela, de nombreux modeles d’étude seront utilisés tels que des lignées de cellules
épithéliales intestinales, des modeles d’organoides intestinaux infectés ou non, des modeles
in vivo (souris transgéniques Villin-CEACAMG6 et autres)... Enfin, des cohortes de
patients atteints de MC disponibles au laboratoire vont permettre de valider les résultats

obtenus.
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Financement des travaux de recherche

Contrats de Recherche obtenus

2016 : Programme « Nouveau chercheur région Auvergne », 100 000€.
« Analyse des marques épigénétiques des cellules intestinales en réponse a un régime occidental
et a une infection par les bactéries AIEC ».

Ce financement a permis de financer la thése d’Elodie Gimier, que j’ai co-encadré avec le Pr.
Nicolas Barnich, ainsi que du fonctionnement pour réaliser les manipulations.

2018 : AAP CAP20-25, I-site Clermont, Challenge 3, 30 000€.
« Identification de biomarqueurs prédictifs de la présence de bactéries AIEC associées a la
mugqueuse iléale de patients atteints de maladie de Crohn ».

Ce financement a permis de réaliser des analyses transcriptomiques et d’acheter des réactifs
lors du stage de Master 2 de Mélissa Chervy que j’ai encadré.

Financement en attente de résultat : ANR JCJC: HTagCrohn “Identification of Histone

deacetylases TArGet genes as involved in intestinal colonization by pathobionts in CROHN’s
disease patients”

Collaborations en cours

Dr Catherine Texier/ Dr. Jean-Luc Bailly: « Mise au point des modeéles d’organoides
intestinaux pour [’étude des relations hote-pathogenes : infection virale, bactérienne et
parasitaire ». Cette collaboration en cours, entre 3 équipes de recherches du site clermontois,
fait actuellement 1’objet de demandes de financements et vise a mettre en place le modele
d’organoides intestinaux et d’organoides intestinaux inversés afin d’étudier les mécanismes
d’invasion de différents pathogénes (Microsporidies, Enterovirus et bactéries AIEC). A ce jour,
la technique de culture des organoides est maitrisée au laboratoire. Les infections et les

marquages immunofluorescents sont en cours de mise au point.

Dr. Emmanuelle Lainé U454 INRA-MEDIS : « Etude de [’effet anti-inflammatoire du
Baobab dans un modele de colite induite au DSS ». Le Dr. Emmanuelle Lainé est une spécialiste
de la formulation de molécules pharmaceutiques a potentiel anti-inflammatoire. Dans le cadre
d’une étude sur le Baobab, elle a cherché a connaitre 1’effet anti-inflammatoire de ce composé,

in vivo. Les résultats préliminaires, non publiés, sont trés encourageants.
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Dr. Ayhan Kocer : « Effet de [’infection par les bactéries AIEC sur les marques de méthylation
de I’ADN ». Ce projet de recherche vise a déterminer si les bactéries AIEC sont capables de
moduler les niveaux de méthylation de I’ADN ou de moduler des intermédiaires impliqués dans
le processus de déméthylation active de I’ADN (hydroxymethylcytosine,
carboxyméthylcytosine...). Le Dr. Ayhan Kocer apporte son expertise dans la mise en place
des marques de méthylation de I’ADN a ce projet. Ce projet, non détaillé dans ce rapport, n’en
est qu’a ses prémices. Des résultats préliminaires devraient permettre de valider, ou non,

I’intérét de développer cet axe de recherche.
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