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e Facteurs environnementaux dans les MICI
* Modeles expérimentaux
* Réponse immunitaire
* Géneéetique :
* MICI monogéniques
e Etudes GWAS

e Role du microbiote



Facteurs de risque environnementaux
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Exposition solaire et Maladie de Crohn en France

EXxposition solaire en France Risque relatif de Maladie de Crohn
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Vitamine D, exposition solaire et incidence de MIC] 5

* Cohorte prospective de 91 870 femmes agée de 40 a 65 ans
* Meteosat” : données d’exposition solaire de 1984 a 1989

* CD
P for
I

Residential UVR 0.29 0.01
(HR 3rd vs the 1st tertile) (95% CI1=0.11-0.81) |
Dietary vitamin D intake 0.41 0.14
(HR 3rd vs the 1st tertile) (95% CI=0.14-1.24) '

* UC: NS

Jantchou et al. IBD 2014



Facteurs de risque environnementaux
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Tabac et MIC]
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Aggrave la maladie de Crohn
- Traitements
- Maladie compliquée
- Récidive post-opératoire

Protege contre la RCH
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Probleme :

- modélisation difficile chez I'animal
- Grande quantité de toxiques (>93)

Nunes et al, APT 2013
Reese et al, Int J Colorectal dis 2008

Higushi et al, Am J. Gastro 2012



Lalimentation est elle est déterminant important
des MICI 7
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Risque de MICI en fonction de I'alimentation
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- ~ Vegetal
Total HR =0.68 (0.37-1.27) P trend 0.44
Carbohydrates: P trend 0.26
. J
4 ™
| HR =1.24 (0.57-2.72)
\ J

HR = 1.31 (0.59-2.88)

Racine et al, Am J Gastroenterol 2010



Associations entre nutriments et MICI dans les études de cohorte
prospectives

High Protein CD in women NA
Sugar None NA
High n-6 (red meat, margarine, cooking oils)/Low n-3 Fatty acids UC UC
Fiber (fruits, vegetables) NA CcD
Vitamine D CD (sunshine exposure) CD (predicted level)

Jantchou P, Am j Gastro 2010; Tjonneland A, Gut 2009; Ananthakrishnan Gut 2013; Chan IBD
2014; Ananthakrishnan Gastroenterology 2013, Jantchou IBD 2013; Ananthakrishnan
Gastroenterology 2012.



Profil sucres et sodas et risque de RCH

()

Quintile 1 Ref. Ref.

Quintile 2 0,75(0,47-1,15) 1,00 (0,58-1,73)

Quintile 3 0,87 (,0,55-1,36) 1,10 (0,65-1,85)

Quintile 4 1,06 (0,67-1,66) 1,24 (0,72-2,12)

Quintile 5 1,31 (0,85-2,02) 1,68 (1,00-2,84)
P trend 0,05 0,02

Conditional logistic regression (matched upon age, sex, centre and inclusion date)

IRR adjusted upon energy intake, BMI and smoking

Racine IBD 2015



Modeles expérimentaux de MICI

Epithelial barrier
function

o2
Efficacy of anti-
cytokine therapies
e
Oxazolone Model of

ulcerative colitis

Immunoregulation and
regulatory T cells

Immunoregulation and
macrophage function

Kiesler et al, Cell and Mol Gastro and Hepatol 2015



« Le » modele murin : colite DSS

» Décrit pour les souris C57BL6 et BALB/c
* Dextran Sodium Sulfate 1,5%-3%

DSS
A
DSS | | R
1 BT i
ﬂﬂr‘-“ l ' | R K& TN - e NS,
Water only DSS Water only DSS

Chassaing et al, Current Protocols in Immunology, 2014
Wirtz et al, Nature Protocols 2017



Epithelial Mucus Gut
monolayer layer  microbiota

nﬁItrgtian of
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= =k bleeding
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Avantages :

Peu couteux

Souris wild type
Reproductible
Indépendant des LT

Désavantage :

Aigu

Atteinte exclusivement colique distale
Pas de |ésions histologique de type Crohn
Indépendant des LT



Biais potentiels
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* Microbiote

Mouse 1
Mouse 2
Housos * DSS/boisson : implique des erreurs
Mouse 5 possibles si les transgéniques
plovee © boivent moins : peser le DSS
Mouse 8 .
Mouse & * Sexe : les femelles sont moins
Mouse 10 .
I ararars sensibles au DSS que les males
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PN * Génotype : toutes les lignées de
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souris n‘ont pas la méme sensibilité



Modele de cancer associé a la colite

AOM
'L DSS DSS DSS
| | | |
I | | | | | | |
I I I I I I I I I

504 574 644 714 78
& &7 &7 &7

Cancer dépendant du microbiote
Permet de reproduire la carcinogénese liée a
I'inflammation colique

: TAOM




Physiopathologie des MICI : ['hypothese

e reponse immunitaire (T) excessive

°C
°C

°C

irigée contre une partie de la flore commensale,
éveloppee chez des individus génetiguement prédisposes
éclenchee par des facteurs d’environnement




Sartor RB. Nat Clin Pract Gastroenterol Hepatol 2006;3:390



Réponse immunitaire innée

Nécessite :
La captation des antigenes

La reconnaissance des motifs
microbiens

Une réponse adaptée et
discriminante

Abraham & Cho, NEJM 2009



Barriere mécanique : organisation spatiale

a Small intestine b Colon
Bacteroides acidifaciens
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Les souris MUC2 KO font une colite expérimentale spontanée

Johansson & Hansson, Dig Dis 2013
Donaldson et al, Nature Reviews Microbiology 2015



La cellule de Paneth

Cellule spécialisée dans la synthése de peptides anti-microbiens
Localisée dans la crypte
Role dans le renouvellement des cellules souches et le maintien de leur niche

Altération observées dans la maladie de Crohn :

synthese, stockage et sécrétion des AMPS

Healthy barrier .0.‘\.“5"3 X Healthy barrier .".‘\‘%’z h Reduced barrier

microbe > 3Ry o\ microbe microbes and

community : " community increased
invasive
microbes
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Stappenbeck et al, Gastroenterology 2017



Le systeme immunitaire intestinal : IgA

Human
» Ag bactériens pris en charge par autophagie/macrophagie

» Cellules présentatrices activent :
» le changement de classe
» la production d’IgA

» 2types d’IgA :
» LT-indépendante, de faible affinité
» LT-dépendantes, de forte affinité

» Les IgA de forte affinité ciblent les pathogenes

» Les IgA de faible affinité servent a « neutraliser » les
antigenes des commensaux, afin de les protéger contre PRIL, BAFF,IL-10
une réponse immunitaire délétere

~
Via blood =~~~ _CD40-CD40L

-———

Cerutti & Rescigno, Immunity 2008



Reconnaissance antigenique :les Pattern Recognition Receptors (PRR)

Vertebrates

Toll-like receptors

A la surface des cellules : TLR(1,2,4,5,6) :
> peptides, lipides et lipopeptides

En intra-cellulaires:TLR(3,7,8,9) :
> Acides nucléiques

NOD?2 détecte le peptidoglycane en intracellulaire

ECSIT c
TAB
- . TAK
~ | ¥ Réponse inflammatoire
MEK <= W
/ kB
IKK degradation
025
ERK, p38, kB P © 0
JNK/SF;APK 8 ‘ N
ey NF-xB
Prolifération ,
Jun/Fos \ \/ .
OO OO Aderem & Ulevich, Nature 2000

liu & Ding Immunology & Cell biology 2016



LE facteur de risque génétique de maladie de Crohn :
NOD2(CARD15)

* PRR intracellulaires, reconnait le peptidoglycane bactérien
* Active NFKB et MAPK

* Nécessaire a I'expression des défensines dans les Paneths

* La mutation pathologique le rend moins fonctionnel

* Associé a la maladie de Crohn iléale (RR 11 a 27 pour HMZ)

Hugot et al, Nature 1996
Economou et al, Am J Gastroenterology 2004



Nod?2 influence la composition du microbiote

* Un deficit de NOD2 induit une dysbiose:
* Chezlasouris, dépendant I'épithélium et des cellules immunitaires
* Chez 'homme avec MC. (Notamment diminution de F. prausnitzii)

* Un défaut de NOD2 chez ’lhomme entraine une diminution de |la production des
défensines en situation inflammatoire o <0005

10.0 - p<0.05

7.50 l
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4
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(relative mRNA expression)

Wehkamp, Gut 2004
Rehman et al. Gut 2011



Nod2 est nécessaire a la réponse anti-microbienne

Les souris Nod2”- se défendent moins bien contre L monocytogenes per 0s
mais normalement lorsque ce germe est administré par voie V.
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Science 2005



Le systeme immunitaire « acquis » intestinal

) o
. Cytokines  Differentiation of CD4+ subgroups
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Dans les MICI, on observe :
. . ay;
- Un exces de cytokines Th1l

Migration via

U “< de cvtokines Th17 intégrine

- Un exceés de cytokines

- Un défaut de Z tokines Tre ERiSIOHOpIS a4p7 /Mad-
. e CD4+ memory CAM

T cells

Les souris (et humains) IL10 déficients développent une MICI




Innate lymphoid cells (ILC)

Expriment toutes IL7-R et Thy1, sont CD11b-, CD3-
e |ILC1: répondentallL12,IL15,IL18.

e ILC2 (-Th2) :réponse a IL-25 et IL-33

* ILC3 (-Th17) :réponseal'lL23 et IL-1[3

* Inclue 2 sous groupe : ILC3

* |LCreg (Lin-CD45+CD127+IL-10+CD4-Foxp3-) :

* répondent au TGF-B1 et a I'lL-2 ; expansion lors de colite expérimentale.
Bloquent la production de IL-17, pas d’IL-22

Bone marrow

|L 10 IL- 17A/IFN v

Intestine \ /

JL;;IééJL;\;] Innate inflammation [Lblz‘blbbll_/

Wang et al, cell 2017



Sartor RB. Nat Clin Pract Gastroenterol Hepatol 2006;3:390



Apports de |la génétiqgue a haut débit :

etudes GWAS

* 163 loci de prédisposition identifiés par analyse de séquencage haut-débit.

10~ !
NOD2 Other loci
o 10-2 IL23R
g
Q.
c 0.014
o
S
o 0.1-
)

Balancing selection

Ces études montrent

I'importance de la voie Th17
(1L23/IL17/1L22)

14 H““‘I’HHHWHTI|||||1|J“....m.mmmmmm|“"”||

» Directional selection

= Regulation of IL-17 production

T oen T neRsFis .

TNFSF18

(=3

IBD vs control odds ratio

154 -—"""""""""""""""""""=""“"""-"“—"-="-"-"-"--- ":‘“
~ = \ NOD2
e CD specific
- ® IBD MUC19
1.4 e UC specific -
1.3
[ ] [ ]
1.2 o®
HLA
[ J
® o
1.1 ® % |
° P;TPN22 !
1 -
I 1 | I | !
0.67 0.83 1 1.2 1.4

CD vs UC odds ratio

JH Cho et Jostins L, Nature 2012



163 locis de prédisposition aux MICI

e - [Dendritic cells - CD8 T cells
107~ B cells - NK cells
10-5 - e CD4 memory T cells == NKT cells

— CD4 T cells Other

__________________________________________________________________________________________

Immune tissue type

Enrichment P value
.
)
&
[

.u’th 'Y

Genes impliqués dans :

- la régulation de la production de cytokines (interferon y, IL12, TNFa, 1L10),
- 'activation des lymphocytes B, T, NK,

- la réponse aux molécules d’'origine bactérienne,

- la voie JAK-STAT.
JH Cho et Jostins L, Nature 2012



Sartor RB. Nat Clin Pract Gastroenterol Hepatol 2006;3:390



Environmental
o ﬂ.,e 2 '

Sartor RB. Nat Clin Pract Gastroenterol Hepatol 2006;3:390



Donnée sur le microbiote de I'adulte

. 11 2 12 Ari Stomach 0 - 102 k.
10+ a 10*4 bactéries par g de selles, ebaihE | O
\ . ;. Candida
* 1 a 2kg de selles/adulte soit 1014 bactéries Streptococcus \
Helicobacter pylori
» 150 fois plus de génes bactériens que de genes Feplosiioplovoteys
humains dans l'organisme > METAGENOME Colon 10'1- 1012
g?ctfrg{des IV and XIV
. N . N ‘ ostridium groups IV an
* Environ 40 especes dominantes (75% des especes 2% Bificobacterium
N \ , . s Duod 10 Enterobacteri
totales), 300 a 500 espéces répertoriées. skl btsn G
Lactobacillus
Composants du microbiote : T\ L Jejunum 102
, . - Streptococcus
* Bacteries \ Lactobacillus
* Virus Distal ileum 107 - 108 4 :
* Eukaryotes : levures, amibes... A ( Proximalioum 1o
Bacteroides Lactobacillus
Actinomycinae
Corynebacteria

Guarner and malagelada, Lancet 2003

Donaldson et al, Nature reviews microbiology 2015



Microbiote bactérien humain : variation topographique

Dominant gut phyla:

Bacteroidetes,_Actinobacteria,_ Verrucomicrobia

Predominant families in the:

Small intestine Colon
Bacteroidaceae, Prevotellaceae,

Bile
ducf\

Rikenellaceae,

Inter-fold regions

Ségrégation par environnement :
= pH

Disponibilité oxygene
Présence d’antimicrobiens
Disponibilité des nutriments

Digesta
Bacteroidaceae,
Prevotellaceae,
Rikenellaceae

M Appendix

Caecum

Rectum

10" cfug™

Bacterial load gﬁg—_l‘

pH |

Antimicrobials [N —
Oxygen | ——

Proximal Distal

Donaldson et al, Nature reviews microbiology 2015



Eubiose et dysbiose

a Immunological equilibrium
Symbionts Commensals Pathobionts Development of
to influenza virus the immune
S2 2 = infection system
[ 20 [ e Y o | CoCO D [~ XN

l

I_&egulatiﬂ l

b Immunological dysequilibrium Pathogens

AIEC l

F Prau
B fragilis

Clostridia p— =
Obesity Hepatobiliary-
Metabolic syndrome Autoimmune pancreatic
Insulin resistance arthritis autoimmune disease

Round & Mazmanian, Nat Rev Immunol 2009
Goldszmid & Trinchieri, Nat Immunol 2012

Debbie Maizels




Composition de |a flore fécale & Crohn

Delta Proteobacteria
Gamma Proteobacteria
Other Actinobacteria groups
Atopobium group
Bifidobacterium subgroup
Other Firmicutes groups
Clostridium coccoides group
Clostridium leptum subgroup
Anaeroflexus assemblage
Bacteroides distasonis subgroup
Prevotella subgroup

Bacteroides fragilis subgroup

[] Healthy library
B Crohn's library

Proteobacteria

E—

- Actinobacteria
e
— .

] | * Firmicutes
[— -
I — -
__________________________________________________
_5 Bacteroidetes
—

—

10 15 20
OTUs or ribotypes

O_
U-I_

Réduction de la
diversité bactérienne

Diminution des
Firmicutes

Manichanh et al. Gut 2006






Causalité du microbiote ?
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> modele de récidive post-opératoire

La diversion fécale permet d’'améliorer les Iésions de maladie de Crohn sous la diversion
Le rétablissement de continuité précede la récidive des |ésions

L'administration du flux fécal dans la stomie d’aval déclenche une inflammation

La présence de microbiote est nécessaire dans les modeles murins avec déficit en IL10 ou exces de TNFa

Shaubeck et al, Gut 2016
D’Haens et al, Gastroenterology 1998



Etude du microbiote en pratique

A Bacterial
Microbial DNA sequencing phylogeny
community (16S rBNA gene)
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Connection
to phenotype

Koppel et al, Cell Chemical biology 2016




RoOles du microbiote

* Ecologique:
* Occupation des sites d’implantation des pathogenes
e Compétition pour les substrats

* Métabolique
* Fermentation des fibres (amidons, cellulose, pectines)

* Production d’acides gras a chaine courte, aidant au renouvellement
des cellules épithéliales intestinales

* Putréfaction peptides : enzymes pancréatiques, élastine et collagéne...

* Synthese & modifications de vitamines, de nutriments, de médicaments
* Vitamine K
e (Calcium, Magnésium, fer
* Modification des acides biliaires primaires en secondaires
* Synthése d’acides aminés essentiels
* Digestion des polyphénols polyosidiques
* Médicaments

* Immunologique :
e Stimulation du systeme immunitaire intestinal
* Education du systeme immunitaire

Koppel et al, Cell Chemical Biology 2016



Barriere d’implantation

A invasive pathogens
(e.g.S.typhimurium)

symbionts

fucosylated
glycans

e Foe

oral stimuli

fucose <]
systemic stimuli
systemic 4
microbial products
(e.g. LPS) fucosylated
glycans
o0

e TLR:

B

symbionts ”

A

W%

O

metabolites

% fucose

downregulated

- interaction hote/barriere/microbiote

virulence \

colonization
resistance

N
0

pathobionts

iﬁ pathogens

weakened
symbionts

Les souris déficientes pour FUT2 ont une colite spontanée

FUT2 est associée aux maladies inflammatoires de l'intestin

inflammation

Pickard & Chervonsky, J immunol 2015



Activité métaboligue du microbiote anaérobie

Hydrogen sulphide

Methanogenesis

Sulphate
reduction

Sulphate
ithii
€D
r LFormate
utia
Wood—
Ljungdahl

Hexoses and pentoses Fucose and rhamnose

Glycolysis and
pentose conversions

r y
PEP = DHAP + L-lactaldehyde

N

Pyruvate — Oxaloacetate

pathway (

Acetoacetyl-CoA Acetaldehyde

! !

Butyryl-CoA Ethanol

h e

Acetyl-CoA ——/ »

. .acteroidetes .
Succinate Propanediol

pathway el pathway

v y
Lactate Succinate

Acrylate ;

Y Y y

Lactoyl-CoA  Succinyl-CoA  Propane-1,2-diol

onella enteric

i i

y
Propionyl-CoA Propionyl-CoA  Propionyl-CoA

Louis, Hold & Flint, Nature reviews Microbiology 2014

SCFA : substrats
énergétiques majeur
du colon.



Exemple : acides gras a chaine courte (SCFA)

° o Q Mxmoblota
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La liaison du proprionate a Ffar2 augmente

- le nombre de LT-CD4 Treg Foxp3+

- la sécrétion d’IL-10

par inhibition d’histone-déacétylases (HDAC)

Le Butyrate est GPR43, et entraine :
- activation de PPARYy
- augmentation des LTreg

Byndloss et al, Science 2017
Kim et al, Sci Report 2017
Smith et al, Science 2013

Louis, Hold & Flint, Nature reviews Microbiology 2014
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Interaction microbiote/ho6te : la voie AHR

IDO TRYPTOPHAN
Kynurenine / \ Indole-3-lactic acid
Indole-3-acetamide | Indole-3-pyruvate l
Tryptamine

\ Tryptophol

Indole-3-aldehyde «<—Indole-3-acetic acid «— Indole-3-acetaldehyde

* Souris CARD9 KO :

* sont susceptibles a la colite

Ont une dysbiose, caractérisée par une diminution des ligands AhR

LU'administration de lactobacilles producteurs de ligands AHR atténue la
colite

» Déficience en AhR hématopoietique

pas de ILC3, pas de lymphocytes intra-épithéliaux

» Dégradation excessive des ligands AhR (par surexpression de Cyp1)
> pas d’ILC3, et sensibilité a C. rodentium, récupéré par IL-22
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Lamas et al, Naturé Medicine 2017
Schiering et al, Nature 2017



Additifs alimentaires : les émulsifiants sont ils incriminables ?

IL107-

Water CMC P80

PC2 (13%)

Water Q

P80

Les émulsifiants induisent

une dysbiose

Une perturbation de la perméabilité intestinale

majorent la colite dans un modele murin de colite spontanée
Modifient le statut métabolique, de fagcon microbiote-dépendante
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Chassaing et al, Nature 2015



Alimentation: les graisses

Diet

Milk-derived
saturated fat

[0 Deltaproteobacteria
B Firmicutes

Host

T Taurocholic
acid

=

Gut microbes

Growth of
Bilophila
wadsworthia

B Bacteroidetes

Wild-type mouse

Healthy gut

Genetically
susceptible mouse

Inflamed gut

. —_ Health

Genetic susceptibility

Devkota et al, Nature 2012



Conclusion

Physiopathologie complexe, avec nombreux
intervenants cellulaires&moléculaires

Meécanismes initiateurs et promoteurs

hétérogenes, et multiples

Relation Alimentation/Microbiote/hote
en pleine expansion

Genetic
susceptibility -

Environmental
triggers
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