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spéciation établie, mais il semble qu’elle
soit en cours. Laffaire est a suivre,
d’autant plus que, jusqu’a présent, les
chercheurs n’ont pas mentionné le role
du chant dans la préférence des femelles
pour les mdles de leur groupe. Car, qui
sait, les madles hivernant en Angleterre
zinzinulent peut-étre facon Beatles, ce
qui serait évidemment tres séduisant. ¢
Stochastic elements of speciation

in Darwin’s finches and in Central
European blackcaps
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Les bactéries filamenteuses
segmentées induisent
les cellules Thl7 dans ’intestin

Ivaylo I. lvanov, Nicolas Manel

> Le conduit gastro-intestinal contient
un grand nombre de micro-organismes
résidants. Chez I’homme, ces bacté-
ries dites commensales surpassent en
nombre les cellules de I"organisme, et
représentent plus de mille especes. On
sait depuis longtemps que I’anatomie, la
physiologie et les fonctions normales de
I’intestin dépendent de la présence et de
I"activité des bactéries commensales. La
colonisation par ce microbiote intesti-
nal induit notamment la maturation du
systéme immunitaire des muqueuses, et
plus particulierement le développement
des structures lymphoides organisées, le
recrutement des lymphocytes B et T dans
la lamina propria et la sécrétion d’immu-
noglobulines A (IgA) et de peptides anti-
microbiens dans la lumiére de I'intestin.
Les agents commensaux fournissent une
protection additionnelle en privant les
pathogénes potentiels de nutriments
et d’acceés a la muqueuse. Cependant,
la capacité des différentes espéces de
bactéries intestinales a réguler indivi-
duellement les mécanismes immunitaires
reste mal connue.
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Propriétés des lymphocytes Th17

Les lymphocytes Thl7 représentent un
des sous-types majeurs des cellulesT
auxiliaires CD4* [18, 19]. lls produisent
plusieurs cytokines pro-inflammatoires,
dont PIL(interleukine)-17, PIL-21, I’IL-22
et I'IL-26 (cette derniére est absente chez
les souris) et peuvent contribuer aux
effets déléteres qui caractérisent des
maladies inflammatoires auto-immu-
nes comme la sclérose en plaques, la
polyarthrite rhumatoide et les maladies
inflammatoires de I’intestin [20]. €n
conditions normales, les cellules Th17
conférent une protection contre les
pathogenes extracellulaires, et agissent
plus spécifiquement au niveau des surfa-
ces mucosales. Le processus moléculaire
de différenciation des cellules Th17 a été
trés étudié chez ’lhomme [1-3] et la sou-
ris [4, 5-10]. Le facteur de transcription
RORYT est nécessaire et suffisant pour
cette différenciation [11] et plusieurs
autres facteurs de transcription contri-
buent au fagonnage du phénotype Th17
[12]. De plus, ces cellules partagent
certaines voies de développement et de
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différenciation avec les lymphocytes T
auxiliaires régulateurs (Treg) qui expri-
ment le facteur de transcription FoxP3
[13]. In vivo, en conditions normales,
les cellules Th17 sont presque exclusive-
ment localisées dans les tissus gastro-
intestinaux comme la lamina propria de
I'intestin gréle. Dans ce tissu, les cellules
Th17 et Treg représentent plus de la moi-
tié des lymphocytes T CD4" et se trouvent
a un état d’équilibre considéré comme
déterminant pour la nature et I'intensité
des réponses immunitaires mucosales.

Induction des cellules Th17

de I’intestin par un élément

de la flore intestinale

Parce que les cellules Th1l7 sont prin-
cipalement présentes dans la lamina
propria de souris non immunisées, nous
avons émis I’hypothese que I’intestin
contient des signaux uniques pour la dif-
férenciation de ces cellules. La présence
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du microbiote commensal est une des
propriétés fondamentales de I’intestin
et nous avons donc décidé d’examiner
le réle des bactéries intestinales dans
cette localisation préférentielle des
Th17. Nous avons tout d’abord examiné
la distribution des cellules Th17 dans
I’intestin au cours de I'ontogénie. Les
cellules Th17 n’étaient pas présentes
dans la lamina propria de I’intestin
gréle de souriceaux nouveau-nés et
apparaissaient environ trois semaines
apres la naissance. Ce temps coincide
avec le sevrage des souriceaux, |'in-
troduction dans leur alimentation de
matiere solide et la colonisation par le
microbiote commensal de type adulte.
Ainsi, I’apparition des cellules Th17
dans P’intestin est contemporaine de la
colonisation de cet organe par des bac-
téries résidentes. De plus, ces cellules
sont absentes de I'intestin des souris
axéniques (germ-free) dépourvues de
micro-organismes détectables. Cela
n’est pas di a un défaut de développe-
ment, car I'apparition des cellules Th17
peut étre rapidement induite chez ces
souris si I’on introduit dans leur intestin
des bactéries provenant d’animaux éle-
vés de maniere conventionnelle. Nous
avons également observé que les bac-
téries intestinales influaient de maniére
inverse sur le nombre de cellules Treg:
elles sont en exces chez les souris axé-
niques et diminuent en réponse a la
colonisation bactérienne. Ces expérien-
ces démontrent donc que les bacté-
ries commensales sont nécessaires a la
différenciation des cellules Th17 dans

I’intestin et controlent la balance entre
les cellules Th17 et les Treg.

Nous avons ensuite examiné la pos-
sibilité qu’un élément spécifique du
microbiote puisse étre responsable
de Iinduction des cellules Th17. Pour
déterminer I’espece en cause, nous
avons testé une sélection d’antibioti-
ques et déterminé lesquels inhibaient
cette induction des cellules Thl17.
Seuls certains antibiotiques, dont la
vancomycine, avaient cette capacité,
impliquant une sous-population de
bactéries intestinales et non pas le
microbiote intestinal dans son ensem-
ble. Nous avons également examiné le
nombre de Th17 chez des souris élevées
dans différentes conditions et décou-
vert que les souris C57BL/6 (B6) du
Jackson Laboratory (Jackson) avaient
un nombre faible de cellules Th17 dans
I’intestin en comparaison de souris de
la méme lignée obtenues chez Taco-
nic Farms (Taconic), bien qu’une flore
intestinale soit présente dans les deux
cas. Les cellules Th17 peuvent toutefois
étre induites chez les souris Jackson
en réponse a l'introduction, par co-
élevage ou gavage oral, de la flore
présente chez les souris provenant de
Taconic. De plus, les bactéries intes-
tinales des souris de Taconic ont pour
effet inverse deréduire le nombre de
cellules Treg. Ces résultats constituent
donc la premiere démonstration que
certaines bactéries du microbiote, alors
inconnues, modulent I’équilibre entre
les populations de cellules T effectrices
dans Pintestin [14].

Les bactéries filamenteuses
segmentées induisent

les lymphocytes Th17

Afin d’identifier les éléments du micro-
biote spécifiquement responsables
de I'induction des cellules Th17, nous
avons comparé la composition en bac-
téries de I’iléon terminal des souris
B6 Jackson et Taconic en utilisant la
détection des rRNA16S par la technique
de Phylochip. Nous avons observé que
les deux taxons de bactéries les plus
enrichis dans le microbiote des souris
Taconic et indétectables chez les souris
Jackson correspondaient aux séquences
de Lactobacillus murinus et Candidatus
arthromitus. Nous avons écarté Lac-
tobacillus murinus, car la colonisation
des souris Jackson par la flore altérée
dite de Schaedler, une flore standar-
disée qui contient notamment Lacto-
bacillus murinus, n’avait aucun effet
sur la différenciation des cellules Th17.
Candidatus arthromitus est le nom
d’un genre de bactéries filamenteuses
segmentées (BFS) groupées dans la
classification phylogénétique avec la
famille des Clostridiaceae. Les BFS sont
gram positives, anaérobiques, forment
des spores et sont connues pour résider
spécifiquement dans I'iléon terminal de
nombreuses especes ou elles adheérent
fermement aux cellules épithéliales. On
sait également que les BFS colonisent
I’intestin au moment du sevrage et ont
des fonctions immunomodulatrices,
parmi lesquelles le recrutement des
lymphocytes intra-épithéliaux et la
sécrétion d’IgA.

Détection Détection Observation de BFS Présence
; de microbiote de ’ADN dans P’intestin de cellules Th17

Souris . . . . .
intestinal de BFS dans par microscopie dans la lamina
(hors BFS) Pintestin électronique propria

Axénique N N N N

Axénique mono-colonisée par les BFS N 0 0 0

C57/B6 « Jackson » 0 N N N

C57/B6 «Taconic » 0 0 0 0

Tableau I. La présence des cellules Th17 dans lintestin corréle avec la colonisation par les bactéries filamenteuses segmentées. O = oui; N = non.

BFS : bactéries filamenteuses segmentées.
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Nous avons confirmé la présence de
BFS dans les souris Taconic par I'ana-
lyse de la séquence d’ADN codant pour
I’ARN 16S et par microscopie électroni-
que (Figure 1). Chez les souris Jackson,
I’ADN des BFS n’est pas détectable
(Tableau ). Le transfert du microbiote
des souris Taconic aux souris Jackson
entraine la colonisation de ces dernie-
res par les BFS et 'induction des cel-
lules Th17. De méme, des cellules Th17
sont détectées chez des souris axéni-
ques lorsque celles-ci sont colonisées
avec les seules BFS, et I'introduction
d’homogénats fécaux de souris coloni-
sées uniquement par les BFS dans des
souris Jackson provoque I'induction de
cellules Th17.

Restait a comprendre le lien entre BFS et
cellules Th17. Pour ce faire, nous avons
déterminé les genes du tissu intestinal
dont I’expression changeait en réponse
a Iintroduction de ces BFS. Une fraction
importante de ces genes est impliquée
dans les réponses immunitaires, inflam-
matoires et de défense. En particulier,
un des groupes de genes code notam-
ment pour des peptides antimicrobiens
produits par les cellules épithéliales
tels que Reglllg. Reglllg est une lectine
de type C qui est induite par les bac-
téries commensales et par I’IL-22 et
qui protége contre les infections dans
la lumiere intestinale. Nous avons alors
émis I’hypothése que la colonisation
par les BFS pouvait augmenter la pro-
tection mucosale via I'induction de
cellules Th17, d’IL-22 et de peptides
antimicrobiens. Pour tester cette hypo-
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Figure 1. Observation de bactéries filamenteuses segmentées a la surface de la

mugqueuse intestinale par microscopie électronique a transmission (© Alice Liang

et €ric Roth, NYU).

these, nous avons infecté
des souris colonisées
par les BFS et des souris
contrdles par Citrobacter
rodentium, un pathogene
intestinal dont I’éradica-
tion nécessite des molé-
cules liées aux cellules
Th17 comme P'IL-23, I'IL-22 et Reglllg.
Nous avons observé que I"épaisseur de
la muqueuse du colon, un indicateur de
I’infection par Citrobacter rodentium,
est réduite chez les souris colonisées
par les BFS et que le titre des bactéries
Citrobacter rodentium récoltées a la
surface du cdlon est également réduit.
La présence de BFS confére donc une
protection contre I’infection, confirmant
ainsi notre hypothese.

Microbiote intestinal :

une future arme thérapeutique ?

Ces résultats constituent la premiére
preuve qu’'une bactérie commensale
spécifique peut induire une sous-popu-
lation spécifique de cellules T CD4*
effectrices dans la muqueuse gastro-
intestinale [15], et ils ont été confir-
més par d’autres laboratoires [16, 17].
Ainsi la composition du microbiote
intestinal peut moduler, ou prédéter-
miner, la nature de la réponse immu-
nitaire de I’hdte et donc influencer
la protection immunitaire face a une
infection. La connaissance du méca-
nisme moléculaire qu’utilisent les BFS
pourinduire la présence de cellules Th17
dans 'intestin est encore imparfaite. Il
sera essentiel de déterminer si les BFS
induisent une différenciation de novo
des cellules Th17 ou leur recrutement a
partir de sites plus lointains. De méme,
le mécanisme moléculaire responsable
de la détection des BFS par I’hGte n’est
pas connu. £tant donné le rdle protec-
teur des BFS a la muqueuse intestinale,
il serait important de déterminer si

les BFS influencent les cellules Th17
dans des sites extra-intestinaux, par
exemple dans des modeéles d’encépha-
lite auto-immune expérimentale. La
colonisation éventuelle de I"lhomme
par les BFS devra étre analysée en
détails, cependant il est tentant de
spéculer que chez "homme également,
I’introduction de BFS sera capable de
moduler les réponses immunitaires. ||
serait fascinant de généraliser cette
approche : si la contribution respective
de chaque bactérie commensale dans
I’expression des fonctions immunitaires
était décryptée, on pourrait envisager
de manipuler la composition du micro-
biote mucosal chez "lhomme afin d’in-
duire une immunité protectrice, locale
et a distance. ¢

Induction of gut mucosal Th17 cells by
segmented filamentous bacteria
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Conservation

évolutive des séquences

de mémoire épigénétique
Role dans la formation du cerveau
postérieur des mammiféres

Emilie Poisot, Laurent Théodore

> Chez les animaux, chaque cellule pos-
sede une identité acquise au cours du
développement et maintenue au cours
du temps. La détermination de cette
identité résulte du choix d’exprimer,
ou de réprimer, un certain panel de
geénes et du maintien de ce choix. La
mémoire cellulaire est ancrée dans le
noyau par I’apposition puis la lecture de
marques épigénétiques sur ’ADN [14]
et sur les histones [15]. Composantes
majeures de la chromatine, les histones
sont sujettes a des modifications post-
traductionnelles comme I'acétylation
et la méthylation, dont la combinai-
son constituerait un code épigénétique
déterminant I’état transcriptionnel des
genes [1]. La mémorisation de I’état
transcriptionnel, bien étudiée dans la
régulation des génes homéotiques (Hox)
chez la drosophile [2], implique deux
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systémes antagonistes, les répresseurs
du groupe Polycomb (PcG) et les acti-
vateurs du groupe trithorax (trxG). Les
complexes multiprotéiques PcG et trxG
modifient des histones et reconnaissent
ces modifications, constituant ainsi a
la fois la machinerie d’impression des
marques épigénétiques et le systeme de
lecture les interprétant (Figure 1A). Ces
complexes sont conduits spécifique-
ment sur leur cible via la présence d’une
séquence régulatrice spécifique nommée
PRE (PcG/trxG responsive element). Chez
la drosophile, les PRE sont bien définis
fonctionnellement. Moléculairement, ces
séquences sont difficilement reconnais-
sables, ce qui rend hasardeuse la prédic-
tion de PRE dans le génome, bien que des
algorithmes de reconnaissance aient été
développés [3]. €n dépit de la conser-
vation des facteurs chromatiniens du

PcG/trxG et de leur fonction régulatrice
chez les métazoaires, aucune séquence
cible n’avait été caractérisée fonction-
nellement chez les mammiféres jusqu’a
récemment, établissant un doute sur la
conservation de leur mécanisme d’ac-
tion. C’est pourquoi les travaux de Sing
et al. [4], caractérisant un PRE impliqué
dans la segmentation du cerveau chez la
souris fonctionnellement échangeable
chez la drosophile, représente une avan-
cée majeure dans la compréhension du
mécanisme d’action des facteurs PcG/
trxG chez les mammiferes.

Identification d’une séquence PRE
putative chez les mammifeéres

La mutation kreisler (kr) chez la souris
conduit a des défauts de Ioreille interne
[5] et du rythme respiratoire [6], asso-
ciés a une altération de la segmentation
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