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Titre : Microbiote intestinal et inflammation : prédiction de la réponse aux anti-TNFa dans les maladies
inflammatoires et modulation de la croissance bactérienne in vitro en réponse au TNFa

Résumé : L'interface héte/microbiote intestinal est un systéme d’interactions complexes dont le déséquilibre est
associé au développement des maladies inflammatoires chroniques. Les traitements anti-TNFa sont tres
efficaces dans ces maladies, mais seulement chez certains patients.

L'objectif de ce travail était de rechercher un lien entre composition du microbiote intestinal et réponse aux
traitements anti-TNFa dans deux types de maladies inflammatoires chroniques, les spondyloarthrites et les
maladies inflammatoires chroniques de I'intestin.

Nous avons retrouvé des variations de la composition du microbiote intestinal aprés traitement par anti-TNFa
chez des patients atteints de spondyloarthrite et avons identifié un nceud taxonomique prédictif de la réponse
thérapeutique a trois mois. Ce nceud taxonomique, l'ordre des Burkholderiales, étant ainsi un biomarqueur
potentiellement utilisable en pratique clinique, nous avons déposé une demande de brevet européen, qui est en
cours d’instruction. Ce travail a été poursuivi par un nouveau protocole de recherche clinique incluant des
patients atteints de spondyloarthrites mais aussi de maladies inflammatoires chroniques intestinales. Ce
protocole est financé par le CHU de Bordeaux dans le cadre de I'Appel d’Offre Interne. Il permettra de valider les
hypothéses de notre premier travail, en réalisant notamment des PCR quantitatives utilisant des amorces
spécifiques de I'ordre des Burkholderiales. Nous avons de plus retrouvé in vitro pour la premiere fois a notre
connaissance une modulation de la croissance bactérienne chez Bacteroides fragilis en réponse au TNFa humain.

Mots-clés : microbiote intestinal, maladies inflammatoires chroniques, spondyloarthrite, maladies
inflammatoires chroniques intestinales, TNFa, anti-TNFa

Title: Gut microbiota and inflammation: prediction of anti-TNFa response in chronic inflammatory diseases and
modulation of bacterial growth in vitro in response to TNFa

Abstract: The host/gut microbiota interface is a system of complex interactions whose imbalance is associated
with the development of chronic inflammatory diseases. Anti-TNFa treatments are very effective in these
diseases, but only in some patients.

The purpose of this work was to find a link between the composition of the intestinal microbiota and clinical
response to anti-TNFa treatments in two types of chronic inflammatory diseases, spondyloarthritis and
inflammatory bowel disease.

We found variations in the composition of the intestinal microbiota after treatment with anti-TNFa in patients
with spondyloarthritis and identified a taxonomic node predictive of the therapeutic response at 3 months. This
taxonomic node, the Burkholderiales order, being a biomarker potentially usable in clinical practice, we have
filed a European patent application, which is currently under investigation. This work was continued by a new
clinical research protocol including patients with spondyloarthritis but also with inflammatory bowel diseases.
This protocol is funded by the Bordeaux University Hospital as part of the internal call for tenders. It will validate
the hypotheses of our first work, notably by performing quantitative PCRs using specific primers targeting the
order of Burkholderiales. In vitro, we have also found for the first time, to our knowledge, a modulation of
bacterial growth in Bacteroides fragilis in response to human TNFa..

Keywords: digestive microbiota, chronic inflammatory diseases, spondyloarthritis, inflammatory bowel
diseases, TNFa, anti-TNFa

Laboratoire d’accueil : unité INRA EA 3671, Infections humaines a mycoplasmes et a chlamydiae, directeur
d’unité Pr Cécile Bébéar, Université Bordeaux, 146 rue Léo Saignat, 33076 Bordeaus CEDEX
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Avant-propos

Les maladies inflammatoires chroniques (MIC) sont un probléme grandissant de santé publique, a la
physiopathologie mal comprise car éminemment complexe. Elles résultent d’une réponse immunitaire
anormale chez des patients génétiquement prédisposés, déclenchée par des facteurs
environnementaux. Parmi ces facteurs, le rbéle du microbiote intestinal, a la frontiere entre
I’environnement et le soi, se réveéle progressivement, grace en particulier aux techniques de
séquencage permettant de s’affranchir des étapes de culture. Cependant, les résultats obtenus grace
a ces nouvelles techniques sont souvent inconstants et leurs applications en pratique clinique sont
pour l'instant trés limitées.

La prise en charge thérapeutique des MIC est actuellement basée sur une méthode empirique, qui
cible des cytokines ou des cellules immunitaires retrouvées en abondance anormale chez les patients
ou dans les modeles animaux. Si cette méthode a permis de grandes avancées cliniques et le
soulagement efficace de beaucoup de malades, elle est insatisfaisante pour plusieurs raisons : les
traitements ne sont que suspensifs et non curatifs ; leur influence sur le cours évolutif des MIC est
incertain ; de nombreux patients ne répondent pas cliniquement ; surtout ils ne ciblent qu’une
anomalie immunitaire alors que les désordres immunologiques sont multiples. Leur mécanisme
d’action précis est mal compris, en raison, entre autres, des multiples redondances et
interdépendances dans les voies de signalisation.

Il existe donc d’une part un besoin d'une meilleure compréhension des mécanismes
physiopathologiques et des mécanismes d’action des médicaments, et d’autre part un besoin urgent
de développer des tests prédictifs de réponse aux différents traitements, afin de personnaliser la prise
en charge et d’éviter par la un retard de soulagement des symptdmes et un co(t inutile pour la société.

Les travaux de cette thése s’articulent autour des traitements anti-TNFa, premiéres biothérapies
ciblées a avoir été découvertes dans les MIC. Ils ont porté :

e sur larecherche de signatures liées a la composition du microbiote intestinal prédictives de la
réponse aux traitements anti-TNFa dans une MIC, les spondyloarthrites (SpA)
e surlarecherche d’effets directs du TNFa sur les composants du microbiote intestinal

Pour permettre de mieux comprendre les enjeux et les objectifs de ces travaux, I'introduction de ce
manuscrit comprend :

e un rappel de la physiopathologie des MIC, en détaillant spécifiquement les deux pathologies
au centre de ce travail : les maladies inflammatoires chroniques de I'intestin (MICI) dont la
physiopathologie a été particulierement détaillée et pour lesquelles un réle du microbiote
intestinal est attesté, et les SpA, avec un intérét particulier porté aux implications de la
régulation de I'équilibre Th17/Treg ;

e une description du microbiote intestinal, de ses fonctions en détaillant spécialement la notion
de co-immunité, de ses moyens d’étude et des associations pathologiques notamment avec
les MICI et les SpA ;



un rappel des traitements utilisés dans les MICI et les SpA, en exposant les spécificités des
traitements anti-TNFa ;

un rappel des interactions et du dialogue entre héte et microbiote intestinal, en détaillant
particulierement les actions connues du TNFa directement sur les microorganismes.
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Etude bibliographique

1 Les maladies inflammatoires chroniques

L'inflammation est un processus physiologique aigu dont a la fois I'initiation et la résolution sont
contrdlées. En cas de défaut de controle d’une de ces étapes, I'inflammation peut devenir chronique
et provoquer des pathologies. Le réle le plus connu de I'inflammation est la protection de I’organisme
contre les agressions extérieures mais elle intervient également dans la cicatrisation et le
développement (Truchetet and Pradeu 2018).

Les maladies inflammatoires chroniques (MIC), quand un agent externe infectieux ou toxique causal
n’a pas été identifié, sont classiquement divisées en maladies auto-immunes ou en maladies médiées
par I'immunité (encore appelées auto-inflammatoires). Au fil des découvertes, ce distingo semble
s’effacer devant I'importance des chevauchements entre les mécanismes impliqués. En pratique, les
maladies inflammatoires chroniques d’étiologie incertaine sont le résultat de perturbations de réseaux
biologiques hautement complexes et interdépendants qui incluent des composants génétiques et
environnementaux (Z. Wen and Fiocchi 2004).

1.1 Définitions, concepts, physiopathologie

1.1.1 Maladies auto-immunes

Les maladies auto-immunes (MAI) sont un groupe hétérogene de pathologies qui ont pour point
commun une réaction inadaptée du systeme immunitaire aux déterminants du soi. Les lymphocytes T
attaquent des antigenes endogénes, activant les lymphocytes B producteurs d’anticorps auto-réactifs.
L'auto-réactivité soutenue entraine des dommages tissulaires.

L'hétérogénéité des caractéristiques cliniques et biologiques des MAI rend probable le fait que
certaines maladies actuelles ne représentent qu’un regroupement artificiel de pathologies non liées
étiologiquement.

Les critéres classiques définissant une MAI incluent I'existence de clones B produisant des anticorps
polyréactifs, des anticorps spécifiques d’auto-antigénes et des auto-anticorps pathologiques, de clones
T spécifiques d’auto-antigenes ayant la capacité de créer une maladie auto-immune lorsqu’ils sont
transférés, et enfin I'identification précise d’auto-antigénes spécifiques d’organes et la reproduction
de maladies auto-immunes dans des modeéles animaux (Rose and Bona 1993).

L'étude des MAI était donc initialement focalisée sur I'étude de I'activation lymphocytaire. La
présentation antigénique par le complexe majeur d’histocompatibilité de classe Il (CMH II) est limitée
aux cellules présentatrices de I'antigene (CPA), qui, par conséquent, contrblent I’activation des
lymphocytes B et T-helpers. L’activation lymphocytaire n’a lieu qu’en cas de présentation antigénique
par une CPA elle-méme activée. La tolérance est donc dépendante de la présentation antigénique par
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les CPA non activées. En effet, si la CPA est non activée, elle n’exprime pas de molécules de co-
stimulation. Elle garde la capacité de présentation de I'antigeéne au lymphocyte T, mais elle induit dans
ce cas une tolérance a I'antigéne. Comme les antigénes issus de la phagocytose sont également
présentés de facon ubiquitaire par le CMH 1, les CPA ont également un role de régulation des
lymphocytes T cytotoxiques. Le role des CPA, et en particulier des cellules dendritiques (CD), est donc
d’une importance capitale dans le maintien de la tolérance.

Les cellules dendritiques : lien entre immunité innée et adaptative

Il existe trois types de cellules présentatrices d’antigénes (CPA) : les cellules dendritiques (CD), les macrophages et les
lymphocytes B. Seules les CD sont capables de stimuler les lymphocytes T naifs ; elles sont appelées CPA professionnelles. Les
CD ont pour origine des précurseurs médullaires. Deux grands sous-types sont individualisés, différant sur les plans
phénotypique et fonctionnel : les cellules dendritiques myéloides (mDC) et les cellules dendritiques plasmacytoides (pDC).
Les cellules dendritiques sont spécialisées dans la capture, le transport, I'apprétement et la présentation des antigenes aux
lymphocytes T. Elles sont disséminées dans tout I'organisme et sont particulierement nombreuses dans les tissus en contact
avec le milieu extérieur. Elles sont dotées de capacité de migration et de ce fait peuvent se déplacer du site de capture des
antigénes vers les organes lymphoides secondaires.

A |'état basal, les CD sont immatures : elles ont une grande capacité a reconnaitre et a capturer les antigénes, mais elles sont
de faibles activateurs des lymphocytes T.

Les CD reconnaissent les microorganismes grace aux récepteurs PRR, spécifiques de motifs conservés, les PAMPs ou MAMPs
(cf ci-dessous). Elles sont également capables de reconnaitre les signaux Danger (DAMPs) et la présence de cellules effectrices
de l'immunité innée (neutrophiles, mastocytes, cellules NK, basophiles) par des interactions cellulaires directes ou
indirectement via la reconnaissance de cytokines. La présence de signaux associés a I'inflammation va induire la maturation
des CD. Les CD activées ont une capacité forte d’activation des lymphocytes T grace a la synthése de molécules de co-
stimulation.

Un antigéne capturé et présenté sans étape de maturation des CD induira une tolérance immunitaire. A contrario si un
antigene est capté dans un environnement associé a des signaux Danger, une réponse immunitaire acquise sera initiée.

Les CD sont donc capables de reconnaitre et d’intégrer des signaux variés : cytokines, signaux Danger, molécules
environnementales et en particulier microbiennes.

1.1.1.1 La persistance de signaux de dommages tissulaires a lI'origine des MAI

Il a été montré que I'auto-réactivité pouvait survenir dans toute situation ou il existe des dommages
tissulaires. Une activation transitoire de lymphocytes auto-réactifs lors d’infections, par exemple, ne
rentre donc pas dans la définition des MAI. Il est cependant probable que certaines MAI pourraient
étre la conséquence d’infections persistantes. Dans une telle situation, les lésions tissulaires continues
pourraient maintenir la réponse immunitaire en produisant des signaux associés aux dommages
cellulaires (signaux Danger) de fagon persistante. La notion de persistance caractérise donc I'auto-
immunité pathologique.

Contrastant avec les « vraies » maladies auto-immunes, l'auto-immunité rencontrée dans les
infections persistantes est une réponse biologiquement logique mais inadéquate du systeme
immunitaire. Cependant, des études animales dans des conditions strictement germ-free confirment
que l'auto-immunité peut survenir en I'absence d’agents infectieux, ce qui montre qu’une « vraie »
auto-immunité existe réellement (Maldonado et al. 1999; Mizutani et al. 2005). En effet, une réponse
immunitaire persistante envers des antigénes tissulaires pourrait étre déclenchée et maintenue par
des anomalies de I’élimination des débris cellulaires, ce qui meéne a la persistance de débris cellulaires
dans le milieu extra-cellulaire (Tveita 2010). La présence continue de tels constituants cellulaires
pourrait, par elle-méme, apporter les signaux Danger nécessaires a |'initiation et au maintien de la
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réponse cellulaire et humorale. Cela implique qu’un événement extérieur n’est pas forcément
nécessaire au déclenchement de I'auto-immunité, méme si des lésions tissulaires d’origine externe
(UVs, hypoxie, infections, traumatismes etc.) peuvent accélérer ou étendre le processus.

Les MAI pourraient donc étre la conséquence d’anomalies a I’échelle tissulaire plutot que d’anomalies
du systéme immunitaire lui-méme. En considérant I'auto-immunité transitoire comme une étape
normale ou au moins acceptable de la réponse immunitaire, I'intérét dans I'étude des MAI a donc été
déplacé de I'étude de I’activation lymphocytaire vers le recrutement et I'activation persistance des
CPA par les signaux Danger libérés par les cellules des tissus impliqués.

1.1.1.2 La théorie Danger

Malgré des dizaines d’années d’étude de la fonction immunitaire et de la régulation de I'immunité a la
fois dans des modeles animaux et humains, les mécanismes impliqués dans I'auto-immunité restent
obscurs. La théorie Danger a permis de modifier le cadre conceptuel de la compréhension de la
tolérance immunitaire et de sa rupture dans I'auto-immunité. Aprés la théorie du soi/non-soi et
parallelement a la théorie du non-soi infectieux a été proposée par Matzinger dans les années 1990 la
théorie immunologique basée sur le concept Danger (Matzinger 2002).
Selon cette théorie, le systeme immunitaire ne réagit que lorsque la stimulation antigénique
s’accompagne de signaux de lésions tissulaires, appelés DAMPs pour Danger Associated Molecular
Patterns. Il peut s’agit de molécules variées comme I’ATP, I’'THMGB1 (high mobility group box-1 protein),
les protéines heat-shock, les molécules du complément, des produits de dégradation de I’acide
hyaluronique mais aussi I’ARNm, des lipoprotéines et des acides gras etc (Piccinini and Midwood 2010).

Ces DAMPs induisent la maturation (I’activation) des cellules présentatrices d’antigenes (CPA). Les
Pathogen Associated Molecular Patterns (PAMPs) environnants sont alors percus comme dangereux
et la réponse immunitaire est initiée dans le but de détruire les agents délétéres associés a ces PAMPs.
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Figure 1 : Principe du déclenchement de la réponse immunitaire selon la théorie Danger

Dans ce modele, le systéme immunitaire est inactif a I’état basal. Les DAMPs sont requis pour initier
une réponse immunitaire. La tolérance immunitaire est donc un phénomene passif qui se poursuit
pendant toute la vie et ne se limite pas a I’éducation thymique. Tous les antigénes rencontrés, des lors
gu’ils ne sont pas associés a des DAMPs, sont naturellement tolérés. Cela explique notamment la
tolérance envers la flore commensale, qui évolue au cours de la vie.

Ainsi, cette théorie Danger permet, entre autres, d’expliquer mieux que les théories existantes la
tolérance envers les commensaux. Leur présence n’entrainant pas de Iésions tissulaires, les PAMPs, ou
plus largement les MAMPs (Microbial Associated Molecular Patterns (Patten and Collett 2013)) au
contact des cellules immunitaires ne seront pas associés a un danger et seront donc tolérés.

Cependant, I'idée que les microorganismes du microbiote intestinal sont tolérés parce qu’ils ne
provoquent pas de dommages cellulaires est une simplification excessive. En effet, ces
microorganismes dialoguent en permanence avec I'hote, établissant activement un équilibre dans
lequel le systeme immunitaire n’est pas inactif, mais au contraire répond aux stimuli microbiotaux
d’une maniere controlée (Pradeu and Cooper 2012).

1.1.1.2.1 Modéle Danger et auto-immunité

La théorie Danger suggere que la plupart des anomalies de I'auto-immunité n’ont pas pour origine
premiére la réponse immunitaire, mais plutét des anomalies de la physiologie tissulaire (Tveita 2010).
Ce changement de paradigme est important dans la mesure ou il déplace |’attention vers la rupture de
I’'homéostasie tissulaire, avec un role majeur des cellules présentatrices d’antigenes.
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Dans ce modele I'auto-réactivité est un phénoméne normal qui survient lors d’une inflammation
tissulaire quelle que soit sa cause. En effet, des lymphocytes T auto-réactifs sont activés au méme titre
que les lymphocytes T allo-réactifs au cours d’une agression.

Physiologiquement, cette induction est suivie d’une phase de résolution, qui nécessite une disparition
des stimuli activateurs (DAMPs) ou leur remplacement par des signaux inhibiteurs. La plupart des
cellules T meurent, mais une minorité devient des cellules mémoire. Cette situation n’est pas
pathologique en soi, puisque ces cellules auto-réactives reconnaissent certes les antigénes du soi, mais
sans co-stimulation associée, dans la mesure ou le signal danger a disparu. La tolérance est donc un
équilibre qui peut étre rompu. Si le soi est a nouveau associé a un signal dangereux, la tolérance est
rompue et les cellules T auto-réactives perdent leur capacité de tolérance.

Le probléme n’est donc pas ce qui crée I'auto-réactivité, puisqu’elle existe physiologiquement, mais le
stimulus qui active les lymphocytes T auto-réactifs et le stimulus qui maintient les lymphocytes T auto-
réactifs activés. Pour le systéme Danger, ce stimulus est la nécrose cellulaire. Le facteur qui active les
lymphocytes T auto-réactifs peut alors étre toute cause entrainant une nécrose cellulaire (pathogéne,
toxique, ischémique, etc.). Des mutations des génes impliqués dans I'apoptose ou I’élimination des
signaux danger peuvent entrainer une pérennisation de |'activation. On retrouve ce type de mutations
dans le lupus érythémateux disséminé (Tveita 2010).

Cependant, certaines observations vont a I'encontre de la théorie Danger. Par exemple, certains
PAMPs sont capables d’induire une réponse inflammatoire méme en |'absence de signaux Danger
(Vance 2000), et le relargage de cytokines pro-inflammatoires n’est pas capable a lui seul d’induire une
réponse T fonctionnelle (Joffre et al. 2009).

1.1.2 Maladies auto-inflammatoires

Le concept d’auto-inflammation a été proposé en 1999 pour décrire un groupe de pathologies dans
lesquelles une fievre récurrente et des formes variées d’inflammation systémique impliquant les
cellules myéloides étaient observées, sans critéres classiques d’auto-immunité (McDermott et al.
1999). Les meilleurs exemples d’auto-inflammation pure sont les rares syndromes monogéniques de
fievre périodique : la fievre méditerranéenne familiale (FMF), les cryopyrinopathies (CAPS) et le
syndrome périodique associé au récepteur du TNFa (TRAPS), par exemple. Ces maladies sont
caractérisées par un déficit génétique de régulation de la réaction inflammatoire. Ainsi, les
cryopyrinopathies sont la conséquence de polymorphismes de la cryopyrine, I’élément détectant les
DAMPs et activant I'inflammasome, ces polymorphismes augmentant la sensibilité de I'inflammasome
aux signaux Danger. La FMF est la conséquence de polymorphismes affectant la pyrine, qui modifient
ses propriétés de régulation de la formation de I'inflammasome. La physiopathologie du TRAPS est mal
élucidée. Les mutations du géne codant pour le récepteur au TNF induisent probablement des erreurs
de repliements moléculaires et une stagnation dans le réticulum endoplasmique qui produit un stress
oxydatif et le relargage de cytokines inflammatoires. Les crises peuvent étre déclenchées par le stress,
|'exposition au froid, des infections ou certains médicaments. Ces pathologies sont I'archétype des
« vraies » maladies auto-inflammatoires.
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1.1.3 Continuum entre auto-immunité et auto-inflammation

La distinction entre auto-immunité et auto-inflammation est discutable. Tout d’abord, I'immunité
innée et I'immunité acquise sont intimement liées. En effet, plusieurs cellules de I'immunité ont des
fonctions intéressant a la fois le systéme adaptatif et inné. Les cellules T natural killer invariantes
(iNKT), a ne pas confondre avec les cellules NK qui sont des lymphocytes non T non B, font partie d’un
sous-groupe de lymphocytes qui partagent des caractéristiques propres aux cellules de I'immunité
acquise (récepteurs issus de réarrangements d’ADN somatique) et de I'immunité innée (récepteurs
semi-invariants interagissant avec un panel limité d’antigenes) (Van Kaer, Parekh, and Wu 2011). Les
cellules iNKT jouent un role d’adjuvant envers les lymphocytes B lorsqu’elles sont activées par un
antigéne (Dellabona, Abrignani, and Casorati 2014) et influencent de nombreuses autres cellules du
systéme immunitaire (Matsuda et al. 2008)

Innée Adaptative

Macrophages

Cellules B-1

dp Cellules MZB
Neutrophiles Cellules B
Basophiles Cellules T
Eosinophiles | cellyles MAIT
Mastocytes  \ce|jules iNKT
Cellules NK

Figure 2 : Cellules intervenant a la fois dans les mécanismes immuns innés et acquis. CDs : cellules
dendritiques, iNKT : cellules T invariantes natural killer, MAIT : cellules T invariantes associées aux
mugqueuses, MZB : zone marginale B, NK : natural killer

Les cellules NK par exemple exercent également des fonctions biologiques complexes attribuées a la
fois au systéme immunitaire inné et acquis (Vivier et al. 2011).

Ensuite, les maladies auto-inflammatoires et les maladies auto-immunes partagent plusieurs points
communs. Ces maladies sont soit polygéniques soit monogéniques, sont systémiques et sont
fréguemment associées a des atteintes du systeme musculo-squelettique. Elles sont caractérisées par
une activation chronique du systéme immunitaire qui peut conduire a des lésions tissulaires chez des
individus génétiquement prédisposés.

De plus, certains composants associés aux pathologies auto-inflammatoires sont également impliqués
dans les mécanismes auto-immuns.

L'inflammasome est un complexe multi-protéique composé entre autres de récepteurs de type NLR,
et s’assemble lors de la liaison de ces récepteurs a des signaux pathologiques. Des mutations des

18



protéines liées a l'inflammasome, en particulier les genes des NOD-like receptors (NLRs) classiquement
considérés comme faisant partie de I'immunité innée, sont fortement associées aux maladies auto-
inflammatoires, alors que le lien entre I'inflammasome et les maladies auto-immunes est moins clair.
Cependant, le réle de ce complexe multi-protéique dans certaines maladies auto-immunes est
suspecté, puisqu’un large spectre de signaux endogénes de danger peut activer les NLRs et que les
produits de I'inflammasome, comme I'lIL-18, peuvent activer 'immunité adaptative. Une association
entre les SNPs localisés sur le gene de I'inflammasome NLRP1 et le lupus érythémateux disséminés a
été rapportée.

Certaines anomalies de I'activation du complément sont également considérées comme faisant partie
des maladies auto-inflammatoires (Manthiram et al. 2017). Le systéme du complément est un groupe
de 25 protéines impliquées dans I'élimination directe des pathogenes ou dans la régulation du
systeme. Il existe trois voies d’activation du complément : la voie classique, la voie alterne et la voie
des lectines. Si les deux derniéres peuvent étre activées indépendamment du systéme immunitaire
acquis, la voie classique nécessite la reconnaissance d’anticorps et fait donc partie de I'immunité
acquise. Les anomalies de la voie classique entrainent des manifestations de lupus.

Les maladies auto-inflammatoires et auto-immunes pourraient donc étre considérées comme faisant
partie d’'un grand groupe de pathologies inflammatoires qui inclut des maladies purement
inflammatoires et des maladies purement auto-immunes (Doria et al. 2012).

Tableau 1 : Vue d'ensemble des caractéristiques principales des pathologies inflammatoires et auto-immunes

Maladies auto-inflammatoires

Maladies auto-immunes

Systéme immunitaire
Evolution clinique
Biologie

Susceptibilité génétique

Thérapeutique
Concept
Exemples

Immunité innée
Poussées ; facteurs déclenchants locaux
Absence d'auto-anticorps

Monogénique > polygénique ; génes impliqués
dans les voies de signalisation cytokinique et dans
la reconnaissance des pathogénes

Antineutrophiles, anticytokines
Théorie "Danger" (Matzinger)

Monogénique : FMF, TRAPS, PAPA, CMRO ;
polygénique : maladie de Crohn, goutte, maladie
de Behcet

Immunité adaptative
Progression continue
Auto-anticorps

Polygénique > monogénique ; génes impliqués
dans la réponse immunitaire adaptative, comme
le CMH de classe Il

Anti cellules B, anti cellules T
Modéle de discrimination soi/non-soi

Polygénique : PR, LED, diabéte de type I,
thyroidite d'Hashimoto, MG, maladie coeliaque ;
monogénique : APS-1, IPEX, ALPS

ALPS : syndrome lymphoprolifératif auto-immun; APS-1 : syndrome-1 polyendocrine auto-immun ; CMRO ; ostéomyélite multifocale récurrente ; FMF : fievre
méditerranéenne familiae ; IPEX : syndrome de dérégulation immunitaire, polyendocrinopathie et syndrome lié a I'X ; MG : myasthenia gravis ; PAPP :
syndrome d'arthrite pyogénique, pyoderma gangrenosum et acné ; PR : polyarthrite rhumatoide ; LED : lupus érythémateux disséminé ; TRAPS : syndrome

périodique associé au récepteur du TNF

Dans une étude conceptuelle historiquement importante datant de 2006 (McGonagle and McDermott
2006), McGonagle et McDermott ont proposé de classer les maladies inflammatoires médiées par
I'immunité (IMIDs) dans un continuum allant de I'auto-immunité a I’auto-inflammation, la derniére
étant causée par la réponse immune innée a des facteurs déclenchants spécifiques, comme des
microorganismes ou des micro-traumatismes (Tableau 1). En dehors de ces maladies purement auto-
inflammatoires, les maladies auto-inflammatoires résultent de la combinaison de facteurs de risques
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génétiques et de stress environnemental. Par conséquent, ces maladies répondent mieux au blocage

cytokinique qu’aux traitements ciblant le systeme immunitaire acquis (Ambarus et al. 2012).

RARE MONOGENIC R
MF, TRAPS, HIDS, PAPA
AUTOINFLAMMATORY o 0 o ome (wveits)
DISEASES
Crohn disease, ulcerative colitis
Degenerative diseases, e.g. osteoarthritis
crystal
Some categories of reactive arthritis and Psoriasis/psoriatic arthritis (no MHC associations)
POLYGENIC Self-limiting inflammatory arthritis including diseases clinically presenting as RA
AUTOINFLAMMATORY  storage I diseases with tissue infl
Non-antibody associated vasculitis including giant cell and Takayasu arteritis
DISEASES Idiopathic uveitis
Acne and acneform associated diseases
Some neurological diseases, e.g. acute disseminated encephalomyelitis
Erythema nodosum asscciated disease, including sarcoidosis
Ankylosing spondylitis
MIXED PATTERN DISEASES rais o

with evidence of acquired component
(MHC class | associations) and
autoinflammatory components

CLASSIC POLYGENIC
AUTOIMMUNE DISEASES

(organ-specific and non-specific)

Reactive arthritis
Psoriasis/psoriatic arthritis
Behcet Syndrome

Uveitis (HLA-B27 associated)

Rheumatoid arthritis
uveitis

Cogliac disease

Primary biliary cirrhosis

Autoimmune gastritis/pernicious anaemia
Autoimmune thyroid disease

Addison disease

Pemphigus, pemphigaid, vitiligo
Myasthenia gravis

D

Goodpasture syndrome
ANCA associated vasculitis
Type 1 diabetes

Sjogren syndrome

Systemic lupus erythematosus

RARE MONOGENIC
AUTOIMMUNE
DISEASES

ALPS, IPEX, APECED

'

AUTOIMMUNE

Figure 3 : Continuum entre maladies auto-inflammatoires et auto-immunes (McGonagle and
McDermott 2006)

On remarque que, suivant cette classification, les MICI et les SpA sont considérées comme des
maladies mixtes, dont la physiopathologie fait intervenir des mécanismes a la fois auto-inflammatoires
et auto-immuns.

Cette vision est historiquement intéressante, mais les découvertes récentes montrent que la plupart
des pathologies citées sont en fait des pathologies mixtes. De plus, les techniques de séquencage de
nouvelle génération ont permis la découverte de nouvelles pathologies monogéniques qui sont venues
compléter le spectre des maladies auto-inflammatoires (Manthiram et al. 2017). Certaines sont
associées a une signature de type interféron de type |, comme les syndromes associés a des anomalies
du protéasome dont le CANDLE, ou le SAVI. Linterféron de type | joue un réle bien connu dans la
tolérance au soi et dans le développement d’auto-anticorps (Manthiram et al. 2017) ; il n’est donc pas
étonnant de retrouver des auto-anticorps chez les patients atteints de SAVI, ce qui renforce I'idée de
continuum entre auto-inflammation et auto-immunité. Cela remet en cause la classification de
McGonagle et McDermott dans laquelle les maladies monogéniques sont exclusivement des maladies
purement auto-inflammatoires ou auto-immunes.

Dans la suite de ce manuscrit nous utiliserons le terme inclusif maladies inflammatoires chroniques
(MIC) pour désigner ces deux maladies sans préjuger des mécanismes impliqués.
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1.1.3.1 Différenciation lymphocytaire CD4+ et MIC

Les relations entre deux aspects du systeme immunitaire que sont la défense de I’h6te contre les
agressions extérieures et la genése des MIC sont encore méconnues. L’équilibre Treg/Th17 et, en
particulier, I'axe 1L23/1L17 jouent un rdle a la fois dans les MIC et dans la protection contre les
infections, et pourraient donc représenter le chainon manquant.

L'immunité innée est capable de déclencher ou non une réponse adaptative en réaction a un stimulus
selon sa nature et le contexte micro-environnemental. Elle est également capable de moduler cette
réponse qualitativement. Aprés migration dans un organe lymphoide secondaire, la CD activée par la
combinaison de signaux Danger et de PAMPs entre en contact avec un lymphocyte T CD4+ naif. Les
cytokines libérées par la CPA vont polariser la différenciation du lymphocyte T.

A la fin des années 1980 il a été montré que les lymphocytes T CD4 auxiliaires ou helper (Th) étaient
hétérogenes quant a leur capacité a produire des cytokines effectrices. Des clones nommés Thi,
différenciés sous l'influence de I'lL-12 produisaient préférentiellement de I'Interféron (IFN)-y et
d’autres clones nommés Th2 produisaient de I'Interleukine (IL)-4. Les Th2 représentent une voie de
différenciation par défaut, favorisée par la présence d’IL-4 dans le microenvironnement.

Ce paradigme s’est confirmé dans des modeéles in vitro utilisant des lymphocytes T naifs primaires ainsi
qu’in vivo aussi bien chez I’'homme que chez la souris. Cette hétérogénéité des profils cytokiniques est
associée a une dichotomie fonctionnelle. Les lymphocytes Th1 sont particulierement importants pour
produire des réponses cytotoxiques dans le cadre d’infections a germes intracellulaires, tels que
Toxoplasma gondii, Leishmania major, Listeria monocytogenes ou Mycobacterium tuberculosis, alors
que les lymphocytes Th2 induisent préférentiellement une réponse humorale importante dans les
infections a germes extracellulaires, comme les helminthes (Ouyang, Kolls, and Zheng 2008). Lorsque
ces réponses T sont exagérées ou non controlées, elles peuvent étre associées a certaines pathologies,
notamment les maladies auto-immunes pour les réponses Thl et les maladies allergiques pour les
réponses Th2 (Ouyang, Kolls, and Zheng 2008). Bien que I'IFN-y et I'lL-4 caractérisent toujours
aujourd’hui la signature d’un profil Thl et Th2, respectivement, un nombre croissant de cytokines
potentiellement produites par les lymphocytes T a été identifié au cours des derniéres années et a
accru la complexité des profils cytokiniques T CD4. Le TNFa et I'lL-10, par exemple, peuvent étre
produits aussi bien lors de réponses Thl que Th2 et définissent respectivement un profil
« inflammatoire » et un profil « régulateur » (Ito et al. 2005; Trinchieri 2007).

Le paradigme Th1/Th2, datant des années 1980, a été remis en cause en 2005 avec la découverte des
lymphocytes T auxiliaires Th17 (Harrington et al. 2005). La signature cytokinique des Th17, incluant
I'IL-17, I'IL-21, I'IL-22, I'lL-23 et I'IL-25, favorise I'inflammation via I'induction d’autres cytokines et
chemokines pro-inflammatoires (A. Luo et al. 2017). L'IL-17 a pour cible essentielle les cellules
épithéliales dans lesquelles elle induit la production de facteurs de croissance (G-CSF (granulocyte
colony-stimulating factor) et stem cell factor), de chimiokines (CXCL1, CXCL2, CXCL5 et CXCL8) et de
mucines au niveau des cellules épithéliales bronchiques. Ces lymphocytes se différencient sous
I'influence du TGF-béta, de I'IL-6 et de I'lL-21. L'IL-23 joue un role dans la différenciation mais aussi
dans le maintien et I'amplification des Th17.
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Une autre population lymphocytaire, celle des lymphocytes T régulateurs (Treg) dont la différenciation
est sous l'influence du TGF-béta et de I'lL-2, a été étudiée dans le méme temps, ce qui a permis
d’identifier deux catégories principales : les Treg inductibles (iTreg), induits en périphérie par le contact
avec un antigéne dans des conditions tolérogénes et les Treg naturels (nTreg), produits en permanence
par le thymus. Ces Treg ont des propriétés légerement distinctes mais participent tous au maintien de
I’"homéostasie immunologique. Globalement, les Treg ont une action opposée a celle des Thl7, et
jouent un réle majeur dans la suppression de la réponse immunitaire innée et acquise (A. Luo et al.
2017). L’équilibre Th17/Treg est donc crucial dans le contréle de la réponse inflammatoire. Malgré leur
fonction opposée, les Th1l7 et les Treg nécessitent tous les deux la présence de TGF béta pour leur
différenciation ; cette cytokine bloque par ailleurs la différenciation Th1 et Th2.

Il est maintenant admis que les cellules T différenciées ont la capacité de changer leur phénotype et
de se redifférencier vers d’autres formes. Cette flexibilité intrinséque, ou plasticité, est influencée par
le milieu cytokinique, les produits microbiens et les produits du métabolisme (Ueno et al. 2017).

1.1.3.1.1.1 Th17 et défense anti-infectieuse

Les cellules Thl7 sont impliquées dans la défense contre les infections a certaines bactéries
extracellulaire comme Klebsiella pneumoniae (Ouyang, Kolls, and Zheng 2008) ou champignons en
particulier au niveau des barrieres muqueuses. Plusieurs bactéries comme Propionibacterium acnes,
Helicobacter pylori ou Mycobacterium tuberculosis mais aussi des champignons comme Candida
albicans ou Aspergillus fumigatus induisent une réponse de type Th17. La production d’IL-17 et d’IL-22
par ces cellules stimule la sécrétion de peptides antimicrobiens et le recrutement des neutrophiles. La
réponse anti-infectieuse induite par les Th17 est puissante, sa régulation est donc primordiale afin de
ne pas causer d’'inflammation excessive.

1.1.3.1.1.2 Equilibre Th17/Treg et MIC

Depuis une dizaine d’année l'implication des lymphocytes Th17 et Treg dans le maintien d’une
homéostasie immunitaire a été mise en évidence. Les lymphocytes Th17 contribuent a la protection
envers les pathogénes mais aussi au développement de pathologies auto-immunes et inflammatoires
(McGeachy and McSorley 2012). Il est maintenant clairement accepté qu’un déséquilibre entre ces
populations conduisait au développement et a la progression des maladies inflammatoires (A. Luo et
al. 2017).

Un lien direct est établi entre I'arthrite induite au collagéne et la réponse Th17 chez des souris IL-177
(Nakae et al. 2003) par la diminution de I'intensité de I’atteinte articulaire dans des modeles d’arthrite
induite par I'injection d’anticorps (Lubberts et al. 2004) ou de récepteurs solubles neutralisant I'lL-17
(Bush et al. 2002). Il a été suggéré que les MIC étaient liées a la voie Th17 et non plus a la voie Thl
comme proposé par le paradigme Th1/Th2.

Chez I’'homme I'importance de la voie Th17 dans certaines maladies auto-immunes est bien établie (A.
Luo et al. 2017). Les réponses Th17 sont ainsi notamment associées a la sclérose en plaques, le
psoriasis, la MC et la RCH (Ouyang, Kolls, and Zheng 2008; Peyrin-Biroulet et al. 2007; A. Luo et al.
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2017). Uneréponse de type Treg est associée a certaines infections, certains cancers et a la polyarthrite
rhumatoide (Figure 4).

Ulcerative colitis
Crohn'’s disease
Obesity
Psoriasis
Allergy/Asthma
Multiple sclerosis

Q

Rheumatoid arthritis
Juvenile idiopathic arthritis
Helicobacter pylori-infection
Chronic hepatitis B virus infection
Chronic hepatitis C virus infection
Lung, pancreatic, breast, liver and skin cancer

IL17F
WI7A 525
121723

Figure 4 : Différenciation Th17/Treg et équilibre Th17/Treg en pathologie (A. Luo et al. 2017)

Les réponses Treg et Th1l7 pourraient étre impliquées dans les deux composantes des MIC : I'auto-
immunité via leur action au niveau des centres germinatifs et I'auto-inflammation. L’axe IL-23/IL-17
fait I'objet de recherches dans le traitement des MIC, dans le but de freiner la différenciation ou
I"amplification des Th17, les cytokines de la famille de I'IL-17 ou la voie de transcription du signal, et
plusieurs molécules sont déja disponibles.

1.1.3.1.1.3 Th17, lien entre auto-immunité et défense de I'hdte

Un contréle altéré de lI'inflammation est impliqué dans la physiopathologie des MIC, mais la cause
princeps de lI'inflammation reste a définir. Plusieurs études suggérent que |I'exposition a certains
microorganismes pourrait initier la réponse inflammatoire avec pour issue une réponse
dysimmunitaire. Dans ce schéma I'IL-17 et les cellules Th17 jouent un rdle précoce dans le processus
inflammatoire et établissent un lien entre immunité innée et adaptative.

1.2 MICI

1.2.1 Epidémiologie, clinique

Les maladies inflammatoires chroniques intestinales (MICI), composées de la maladie de Crohn (MC)
et de la rectocolite hémorragique (RCH) sont des maladies chroniques, évoluant par poussées. Les
symptomes associent des douleurs abdominales et une diarrhée parfois sanglante, en rapport avec
une inflammation et/ou des ulcérations de la muqueuse digestive. La MC peut toucher tout le tube
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digestif de la bouche a I’anus, alors que la RCH atteint exclusivement le colon avec une évolution
ascendante partant du rectum. Les MICI sont associées dans 30 a 40% des cas a des manifestations
inflammatoires extra-digestives, par ordre de fréquence les pathologies rhumatismales
inflammatoires, ophtalmologiques et dermatologiques (Ardizzone et al. 2008). Peuvent s’associer un
syndrome inflammatoire, une inflammation, une anémie multifactorielle ou une altération de I'état
général. Le pic d’incidence de la MC se situe entre 20 et 30 ans, entre 30 et 40 ans pour la RCH.

La MC touche environ une personne sur mille et la RCH cing personnes sur mille, mais ces valeurs sont
en augmentation, avec une prévalence variable entre les pays, estimée a environ 1% de la population
en Europe (Ventham et al. 2013). L’incidence et la prévalence sont nettement augmentées dans les
pays dits développés ; on observe de plus au sein de I'Europe un gradient épidémiologique Nord/Sud,
les pays nordiques étant les plus touchés (Nerich et al. 2010). L'espérance de vie des patients atteints
de MICI est globalement comparable a celle de la population générale, avec cependant une morbidité
importante. 80% des patients atteints de MC seront ainsi opérés au cours de leur vie. L’altération de
la qualité de vie est constante et importante chez les patients atteints de MICI.

Le diagnostic est porté sur un faisceau d’arguments endoscopiques, histologiques et radiologiques
pour la MC (Van Assche et al. 2010; Dignass et al. 2012).

1.2.2 Physiopathologie

L'origine des MICI est multifactorielle, leur physiopathologie résultant d'une interaction entre des
facteurs environnementaux et un terrain génétique prédisposant, entrainant une dysrégulation du
systeme immunitaire conduisant a I'inflammation digestive (Zhang et al. 2017).

1.2.2.1 Génétique

Il existe 50% de concordance de la MC chez les jumeaux monozygotes contre moins de 10% chez les
dizygotes, et 15% des patients atteints de MC ont au moins un membre de leur famille atteint de MICI.
Ce risque est moins important pour les RCH.

Les études récentes sur des dizaines de milliers de patients (genome-wide association studies ou
GWAS) ont identifié plus de 200 loci de susceptibilité, chacun n’intervenant individuellement que chez
un trés faible pourcentage de patients. La plupart des patients présentent une susceptibilité de type
polygénique ; cependant certaines mutations rares contribuent a des phénotypes particuliers comme
un début de la maladie précoce (avant 5 ans) ou tres précoce (avant 2 ans). Ces anomalies
monogéniques interviennent dans I’homéostasie du systeme immunitaire digestif par plusieurs
mécanismes.

La mutation la plus fréquente, découverte en 2001, est située sur le géne NOD2/CARD15. On retrouve
chez 1/3 des patients atteints de MC une ou plusieurs mutations NOD2/CARD15. La protéine
NOD2/CARD15 joue un réle critique dans la protection innée contre les infections intestinales. En cas
de mutation, la sécrétion de peptides antimicrobiens par les cellules de Paneth est diminuée
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(Kobayashi et al. 2005). Deux genes liés au processus d’autophagie, IRGM et ATG16L1, ainsi que des
génes liés aux maladies auto-immunes comme /L23R et PTPN2 sont également fréquemment mutés,
soulignant la participation de I'immunité innée mais également acquise (Loddo and Romano 2015).
Nous détaillerons plus loin le réle de ces mutations dans la physiopathologie des MIC.

Le fait que la génétique n’explique qu’une petite partie des maladies plaide en faveur d’une influence
majeure de facteurs causaux environnementaux ou liés au microbiote, probablement via des
modifications épigénétiques (Loddo and Romano 2015). Cependant, l'identification de variants
génétiques pourrait permettre une meilleure stratification des patients ainsi qu’une meilleure
personnalisation du traitement.

1.2.2.2 Facteurs environnementaux

Les facteurs environnementaux (exposome) identifiés dans les grandes études de populations sont
associés au mode de vie occidental ; ils comprennent I'augmentation de I’hygiéne, I'utilisation de tabac
(qui aggrave la MC mais protége de la RCH), certains composés alimentaires, les infections digestives
bactériennes, I'utilisation d’antibiotiques, d’anti-inflammatoires non stéroidiens, de contraceptifs
oraux et les antécédents d’appendicectomie (qui est rare dans les RCH) (Abegunde et al. 2016; van der
Sloot et al. 2017).

A contrario, I'allaitement maternel, I'infection a Helicobacter pylori et la vitamine D sont des facteurs
protecteurs de MICI.

Le r6le du microbiote intestinal sera traité dans le chapitre correspondant.

1.2.2.3 Systéme immunitaire

Le systeme immunitaire digestif est confronté a un défi particulier : il doit a la fois protéger la plus
grande surface muqueuse du corps contre les infections et les dommages et maintenir une tolérance
envers les antigénes alimentaires et les composants du microbiote intestinal. Il est actuellement admis
que la perte de tolérance envers le microbiote digestif est I'événement central dans la
physiopathologie des MICI. Des facteurs variés contribuent probablement a cette perte de tolérance.
lIs incluent des défauts de I'équilibre délicat entre les populations de cellules T effectrices et
régulatrices (Ueno et al. 2017), une stimulation excessive des cellules dendritiques muqueuses, des
infections ou des variants de protéines impliquées de fagon critique dans la reconnaissance des
antigénes bactériens, comme les produits des mutations NOD2/CARD15 associées a la MC (Z. Wen and
Fiocchi 2004).

La réponse immunitaire adaptative a classiquement été considérée comme jouant un réle majeur dans
la physiopathologie des MICI. Cependant, les avancées récentes en immunologie et en génétique ont
montré que I'immunité innée était également importante dans I'induction de I'inflammation digestive
chez ces patients. En particulier, une fonction barriére altérée de I'épithélium digestif contribue a
I'inflammation intestinale chez les patients présentant une RCH, et la production de peptides
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antimicrobiens, le sensing microbien et I'autophagie sont particulierement associés a la MC. La
réponse Th17/Treg joue probablement un réle majeur dans les MICI. Une meilleure compréhension
des interactions entre les différents constituants des immunités adaptatives et innées est nécessaire
(Geremia et al. 2014).

1.2.2.3.1 Anomalies de I'immunité innée

Dans la MC, on retrouve une réponse immunitaire altérée des macrophages, qui pourrait conduire a
une clairance bactérienne inefficace et a la formation de granulome. On retrouve en effet dans les
MICI une induction forte de NFkB dans I’épithélium digestif inflammatoire, causant une dysrégulation
de la production cytokinique et des mécanismes de signalisation. Cela stimule la production de TNFa,
d’IL-1 et de IL-6 par les macrophages (Slevin and Egan 2015).

En conditions normales, le dialogue entre les cellules épithéliales et les cellules dendritiques favorise
I’'homéostasie, la lymphopoiétine stromale thymique (LST) dérivée des cellules épithéliales orientant
les cellules dendritiques vers un phénotype non-inflammatoire de type Th2. Dans la MC, les ARNm de
la LST sont bas ou indétectables ; a la fois dans la MC et la RCH, les CDs muqueuses présentent des
niveaux de TLR2 et TLR4 augmentés. Ces éléments suggerent un conditionnement des cellules
dendritiques vers un phénotype pro-inflammatoire, activé.

1.2.2.3.1.1 Mucus

La premiéere ligne de défense envers les agents infectieux dans la lumiére intestinale est la couche de
mucus. Des souris double knock-out Muc2”/- développent une colite et des cancers digestifs, illustrant
le role critique du mucus dans la prévention de la pénétration bactérienne et de I'inflammation
digestive. Une expression réduite de I’ARNm de MUC1 a été observée dans l'iléon inflammatoire de
patients atteints de MC, ainsi qu’une expression réduite des ARNm de MUC3, MUC4 et MUC5B dans
I'iléon non inflammatoire (Buisine et al. 1999). De plus, le mucus colique des patients atteints de RCH
permet aux bactéries digestives d’atteindre I'épithélium (Johansson et al. 2014).

1.2.2.3.1.2 Permeéabilité intestinale

Une dysrégulation de la barriere intestinale est impliquée dans de nombreuses pathologies (Turner
2009), une augmentation de la perméabilité intestinale augmentant |’exposition a des produits
d’origine alimentaire ou microbienne ou aux xénobiotiques. Une augmentation de la perméabilité
intestinale a été observée de longue date dans la MC (Bjarnason et al. 1983) et plus récemment dans
la RCH (Salim and Soderholm 2011) et est positivement corrélée au risque de rechute (Wyatt et al.
1993). Cependant, la perméabilité intestinale est modifiée par de nombreux facteurs, rendant toute
conclusion difficile (Wyatt et al. 1993). Les données issues des GWAS suggerent cependant que des
défauts de la barriére épithéliale représentent un mécanisme pathogénique primaire (Geremia et al.
2014).
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1.2.2.3.1.3 Peptides antimicrobiens

Un défaut d’expression des peptides antimicrobiens a été observé chez les patients atteints de MC,
avec en particulier une induction réduite des béta défensines dans le colon inflammatoire de patients
atteints de MC comparés aux patients atteints de RCH. De plus, les patients présentant une MC iléale
ont une expression réduite d’a-défensine. Les cellules de Paneth sécrétant les peptides antimicrobiens
expriment NOD2, dont le polymorphisme est fortement associé a la MCiléale. De fagon intéressante,
I’expression d’a-défensine est encore plus réduite chez les patients présentant un variant de
susceptibilité pour NOD2 (Geremia et al. 2014).

1.2.2.3.1.4 Autophagie

La MC est associée a des mutations des genes ATG16L1 et IRGM, qui sont impliqués dans I'autophagie,
un mécanisme cellulaire hautement conservé dans lequel la formation d’une vésicule autour d’une
bactérie invasive intracellulaire ou autour de matériel cytoplasmique permet sa dégradation efficace.
De facon intéressante, s’il est connu que la stimulation immunitaire via les TLRs active I'autophagie,
I'activation de NOD2 [l'active également, et les variants de NOD2 et d’ATG16L1 entrainent une
autophagie altérée ainsi qu’une modification de la présentation antigénique par les CD (Geremia et al.
2014).

1.2.2.3.1.5 IL-23 et cellules lymphoides innées

Des études récentes ont montré que, en plus de son activité sur les cellules Th17, I'lL-23 pouvait
également agir sur les cellules de I'immunité innée mixtes, en particulier sur les cellules T gamma delta
et les iNKT. De plus, I'IL-23 stimule également la production cytokinique par les cellules lymphoides
innées (ILCs). Buonocore et al. ont identifié une population d’ILCs répondant a I'lL-23, responsables de
I'inflammation intestinale dans des modeéles de colite innée (Buonocore et al. 2010). Une
augmentation des ILCs productrices d’IL-17A et d’interféron gamma a été observée dans la MC
(Geremia et al. 2014). Les ILCs pourraient participer a I'inflammation intestinale par leur production
de cytokines et via le recrutement d’autres cellules inflammatoires.

1.2.2.3.2 Anomalies de I'immunité acquise

1.2.2.3.2.1 Anticorps

La réponse humorale est globalement augmentée dans les MICI, ce qui se traduit par une
augmentation des modifications de la production des différentes sous-classes des immunoglobulines.
On retrouve dans le sérum de 50 a 90% des patients atteints de RCH des anticorps anti-cytoplasme des
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polynucléaires neutrophiles (pPANCA), moins fréquemment chez les patients atteints de MC. Chez ces
patients on retrouve par contre une propension a développer des anticorps dirigés contre plusieurs
antigenes microbiens, par exemple le plus fréquemment contre Saccharomyces cerevisiae (ASCA),
contre la flagelline (CBirl), contre la protéine C de la membrane externe d’E. coli ou encore contre les
glycanes qui sont des composants de nombreuses cellules et microorganismes. Jusqu’a présent, il n’a
pas été montré que ces anticorps décrits dans les MICI ont un effet pathogéne direct, et les preuves
d’'une immunité a médiation cellulaire augmentée envers des antigénes microbiens sont limitées
(Pirzer et al. 1991). Cependant, des études s’intéressant a la réponse immunitaire humorale ont
apporté deux informations : il existe une corrélation entre la sévérité de la maladie et le nombre et le
titre des anticorps anti-bactériens ; cela renforce I'idée que les antigénes microbiens sont impliqués
dans la physiopathologie des MICI (de Souza and Fiocchi 2016).

Les pANCA et les ASCA ne sont ni sensibles ni spécifiques ; leur utilisation en pratique clinique est
limitée a I'aide a la distinction entre RCH et MC, puisque les combinaisons pANCA positif/ASCA négatif
et pANCA négatif/ASCA positif sont hautement spécifiques (95-100%) de ces maladies,
respectivement, avec une sensibilité restant médiocre (50-60%), ce qui empéche d’utiliser ces dosages
dans le cadre d’un dépistage (Z. Wen and Fiocchi 2004).

1.2.2.3.2.2 Cellules T

Les populations T effectrices sont également modifiées. Ces cellules ont pour caractéristique principale
leur tres grande plasticité en réponse a leur environnement, ce qui est particulierement intéressant
dans le cadre de I’étude des MICI. L'adaptation de I’'h6te a des conditions changeant en permanence
est requis pour 'homéostasie immunitaire ; un défaut d’adaptation (rigidité biologique) pourrait
empécher les processus de restauration et pourrait maintenir la réponse immunitaire, entrainant une
inflammation chronique (O’Connor, Zenewicz, and Flavell 2010).

Jusqu’aux années 2000, la MC était décrite comme une maladie transmurale Th1 dépendante, basée
sur une production élevée d’IL-12 et d’INF-gamma, quand la RCH était décrite comme une maladie Th2
atypique, basée sur une production élevée d’IL-5 et d’IL-13, mais basse d’IL-4. Ce paradigme Th1/Th2
a été remis en cause avec la découverte des cellules Th17 productrices d’IL-17 et de I'interaction entre
les cellules Th1, Th2, Th17 et Treg. La production d’IL-17 est augmentée dans la muqueuse et le sérum
de la plupart des patients atteints de MICI, mais est constamment plus élevée chez les patients atteints
de MC que chez ceux atteints de RCH.

Les cellules Th17 produisent de nombreuses autres cytokines, incluant I'lL-21 et I'IL-22 ; toutes ne sont
pas pro-inflammatoires, I'lL-22 limitant par exemple I'inflammation dans un modéle murin de colite
(Sugimoto et al. 2008). Les cellules dendritiques humaines exposées a des bactéries concourent a la
production d’IL-17, ce qui favorise I'inflammation et I’élimination des pathogénes, représentant donc
un mécanisme de défense. Ce scénario pourrait ne pas se produire en cas de mutation NOD2,
conduisant a une inflammation chronique IL-17 dépendante.

Les cellules T régulatrices sont cruciales pour la tolérance des antigénes du soi. Des défauts de fonction
des cellules Treg sont associés au développement de pathologies infectieuses, auto-immunes et
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inflammatoires chroniques dont les MICI (Mayne and Williams 2013). Les cellules Treg typiques
CD4+FoxP3+CD25+ ont été détectées dans la muqueuse normale de la souris ; leur nombre augmente
durant I'inflammation et guérit les colites Thl. Les cellules Treg sont sensibles aux changements de
composition du microbiote intestinal en termes de nombre et d’état d’activation (Mayne and Williams
2013). Le role des cellules Treg dans les MICI est peu connu. Si le nombre de cellules Treg sanguines
diminue en cas de maladie active, elles sont plus nombreuses dans la lamina propria et exercent une
activité immunosuppressive in vitro (Maul et al. 2005). Cela suggere que leur capacité régulatrice est
insuffisante pour contréler les MICI, renforgant I’hypothése selon laquelle la physiopathologie des MICI
est due au moins en partie a un défaut de suppression immune (Huibregtse, van Lent, and van
Deventer 2007). Stimuler la fonction des cellules Treg pourrait avoir des effets bénéfiques, ce qui est
suggéré par la découverte que les anti-TNFa utilisés dans les MICI restaurent la fonction suppressive
des cellules Treg (Valencia et al. 2006). De plus, les anti-TNFa augmentent le nombre de cellules Treg
dans la muqueuse digestive de patients pédiatriques atteints de MC (Ricciardelli et al. 2008) et inhibent
leur apoptose dans la muqueuse des patients adultes présentant une MICI active (Veltkamp et al.
2011).

Des changements quantitatifs dans les populations des lymphocytes Th17 et Treg ont été retrouvés a
la fois dans les modéles murins de colite et chez les patients atteints de MICI. Une augmentation des
transcrits d’/L17 a été retrouvée dans la muqueuse de patients atteints de RCH et de MC par rapport
aux sujets controles (Fujino et al. 2003; Sugihara et al. 2010). La relation entre IL-17 et la genése des
MICI est cependant complexe, les anticorps anti-IL-17 n’étant pas efficaces dans la MC (Hueber et al.
2012). Les concentrations sériques d’IL-22, une autre cytokine produite par les Th17, sont
significativement augmentées dans les MICI et dans les modeles murins de colite. La réponse pro-
inflammatoire excessive est liée a une différenciation et une accumulation diminuées des Treg, ainsi
gu’a des anomalies fonctionnelles de ces Treg dans les tissus inflammés (Schiering et al. 2014) ou dans
le sang périphérique des patients présentant une MICI active (Geremia et al. 2014). De plus, les
patients atteints de MICI présentent une augmentation des populations de cellules T «
transdifférenciées », suggérant une augmentation de la plasticité de ces populations (Ueno et al.
2017). Moduler I'équilibre Th17/Treg pourrait donc étre exploité pour inhiber I'environnement
tissulaire pro-inflammatoire. Plusieurs études ont en effet montré que cette modulation précise de
I’équilibre entre les réponses pro et anti-inflammatoire pourrait diminuer I'inflammation intestinale
(S.-Y. Lee et al. 2015; Bai et al. 2009).

De plus, les lymphocytes T muqueux sont résistants a I'apoptose dans la MC (Ina et al. 1999, 2).
L'apoptose des lymphocytes T activés étant nécessaire pour éviter une réponse immune prolongée,
I'accumulation inappropriée de lymphocytes T activés dans la MC pourrait participer a une
inflammation chronique délétere. L'action pro-apoptotique des anti-TNFa utilisés dans la MC pourrait
donc en partie expliquer leur efficacité (ten Hove et al. 2002; Shen et al. 2005). Le fait que I'etanercept
n’induise pas d’apoptose des cellules T (Van den Brande et al. 2003; Shen et al. 2005) pourrait expliquer
son inefficacité dans ces maladies. Cependant, cette explication a été remise en cause par la
constatation de |'efficacité du certolizumab dans la MC, alors que cette molécule anti-TNFa ne semble
pas capable d’induire I'apoptose des cellules T in vitro (Nesbitt et al. 2007).

De plus, d’autres cellules immunitaires comme les natural killers (NK), les natural killers T (NKT) et les
innate lymphoid cells (ILCs) qui partagent plusieurs fonctions avec les cellules T sont probablement
impliquées dans la physiopathologie des MICI, de méme que d’autres cellules impliquées dans le
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processus inflammatoire comme les cellules épithéliales, endothéliales, mésenchymales et adipeuses,
ainsi que d’autres composants comme l'inflammasome et les ARNs régulateurs (de Souza and Fiocchi
2016).

Ainsi, les anomalies immunitaires accompagnant les MICI sont clairement diverses, ce qui n’écarte pas
la possibilité que le facteur déclenchant soit similaire, voire le méme.

Ces perturbations immunologiques ne sont qu’une piéce du puzzle complexe dans la physiopathologie
des MICI, et doivent étre interprétées dans le contexte des autres composants de l'interactome
(exposome, génome et microbiome...).

e DAMPs

L'inflammation, particulierement lorsqu’elle est sévére comme dans le cas des MICI, induit des
dommages et des formes variées de mort cellulaire, entrainant le relargage de multiples molécules
nucléaires et cytosoliques possédant des propriétés pro-inflammatoires intrinseques. Ces produits,
appelés DAMPs, se lient aux récepteurs TLR1-9 et a d’autres récepteurs. Les DAMPs peuvent induire
une inflammation « stérile », indépendante de la présence de PAMPs ou de MAMPs (Rock et al. 2010).
Ainsi, tout évenement induisant le relargage de DAMPs pourrait induire une poussée de MICI.

Un aspect particulierement intéressant en ce qui concerne les maladies chroniques est I'intégration
des DAMPs avec les signaux MAMPs, qui induit une amplification et un maintien de I'inflammation (El
Mezayen et al. 2007). Ce concept a été défini par Nathan et Ding qui ont émis l'idée que
« I'inflammation non résolue » résultait de I'action concomitante des stimuli MAMPs/DAMPs,
particulierement une fois que I'inflammation est initiée dans I'organe affecté (Nathan and Ding 2010).
Ainsi, un cycle auto-entretenu pourrait étre initié apres un stimulus inflammatoire primaire, causant
la libération de DAMPs qui, a leur tour, pourraient induire une inflammation et des dommages médiés
par les DAMPs et/ou les MAMPs, causant finalement une inflammation chronique. Inversement, la
présence physiologique de MAMPs non associée a des DAMPs n’induirait pas d’inflammation.

1.2.3 MICI : maladies inflammatoires ou auto-immunes ?

La physiopathologie des MICI n’est a ce jour pas élucidée, mais elle fait intervenir des mécanismes
classiquement définis comme appartenant a l'auto-immunité et des mécanismes médiés par
I'immunité. Les phénoménes médiés par I'immunité incluent une variété d’anomalies de I'immunité
humorale et cellulaire ainsi qu’'une augmentation généralisée de la réactivité envers les antigenes
bactériens intestinaux dans les deux MICl. Méme si ni la MC ni la RCH ne remplissent pas tous les
critéeres classiques d’auto-immunité (en particulier car il n’existe pas d’argument convaincant pour une
spécificité d’organe des auto-anticorps), il est certain que des événements auto-immuns surviennent
dans les MICI.

De facon intéressante, un auto-antigene de I'épithélium colique reconnu par des anticorps de type IgG
retrouvés dans la muqueuse de patients présentant une RCH a été décrit (Takahashi and Das 1985).
Cet auto-antigéne, probablement la tropomyosine (Geng et al. 1998), est également présent dans la
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peau, les canaux biliaires, les yeux et les articulations, qui sont les sites typiques des manifestations
extra-digestives de la RCH, suggérant qu’une réponse immunitaire médiée par les anticorps pourrait
étre responsable a la fois des manifestations digestives et extra-digestives (Halstensen, Das, and
Brandtzaeg 1993).

De plus, il a été montré que le transfert de lymphocytes T CD4+ dirigés contre un antigéne bactérien
(appartenant a I’espece pathogéne Helicobacter hepaticus) était capable d’induire une colite chez des
souris prédisposées infectées par cette bactérie (Kullberg et al. 2003), ce qui tend a rapprocher les
MICI de la définition classique des MAI, méme si considérer des antigénes bactériens comme des
antigénes du soi n’est pas consensuel (Guerrero, Margulis, and Berlanga 2013).

1.3 SpA

1.3.1 Epidémiologie, clinique

Le terme récent spondyloarthrite (SpA) regroupe plusieurs dénominations classiques de maladies
inflammatoires rhumatismales : la spondylarthrite anlylosante (SA), I’arthrite psoriasique, les arthrites
associées aux MICI, I'arthrite réactionnelle, ainsi que la spondyloarthrite juvénile et le syndrome
SAPHO. Les patients atteints de SpA peuvent étre distingués en fonction de leur présentation clinique
en patients présentant une SpA axiale (touchant majoritairement le rachis) ou en patients présentant
une SpA périphérique. Les symptémes associent des douleurs et des synovites qui peuvent toucher
toutes les articulations et qui prédominent au niveau du rachis et des articulations sacro-iliaques
(syndrome pelvirachidien) et/ou des articulations distales selon le type clinique. Peuvent s’y associer
des manifestations extra-articulaires oculaires, digestives MICI-like, dermatologiques et parfois
cardiaques.

Le diagnostic de SpA est clinique et radiologique ; il existe des formes non radiographiques, y compris
pour les SpA axiales (Rudwaleit et al. 2009, 2011). Les radiographies conventionnelles n’objectivant
des anomalies qu’apres plusieurs années d’évolution, |'utilisation de I'IRM, qui permet une détection
précoce de linflammation articulaire, devient courante. L'utilité du PET-scanner est en cours
d’évaluation. La prévalence des SpA est estimée a 0,43% dans la cohorte frangaise GAZEL, avec une
large prédominance masculine (sex-ratio de plus de 5/1) (Costantino et al. 2015).

1.3.2 Physiopathologie

Comme les MICI, les SpA sont des maladies multifactorielles dont la physiopathologie est
imparfaitement comprise et résulte d’interactions entre un terrain génétique et des facteurs
environnementaux.
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1.3.2.1 Génétique

Il est connu depuis plusieurs décennies que le HLA-B27, allele normal du complexe majeur
d'histocompatibilité présent dans 6-8% de la population, expose a un risque relatif de 200 de
développer une SA, avec une incidence de 90% chez les patients présentant une SA (‘HLA-B27 and Risk
of Ankylosing Spondylitis’ 1978). De méme, Costantino et al. ont observé que l'allele HLA-B27
augmentait le risque de SpA d’un facteur 39 (Costantino et al. 2015). Le réle du HLA-B27 n’est pas
encore clairement compris. |l a été suggéré que la présentation d’antigenes bactériens (hypothése du
mimétisme moléculaire) ou d’antigenes du soi (hypothése du peptide arthrogene) pourrait faciliter, a
I’occasion d'une infection bactérienne ou d’une modification de la flore commensale, une rupture de
la tolérance au soi. Une erreur de repliement de la chaine lourde du HLA-B27 pourrait également
mener a une réponse immunitaire cellulaire aberrante. Enfin, le HLA-B27 pourrait se lier aux récepteurs
d’immunoglobulines tueuses (KIRs) qui module la fonction des cellules immunes et non-immunes. Plus
récemment a été émise I’hypothése que I'expression du HLA-B27 pourrait modifier le microbiote
intestinal, en raison notamment de I'observation de différences de microbiote chez les souris HLA-
B27/béta2microglobuline comparées aux souris non transgéniques (Asquith and Rosenbaum 2016; Lin
et al. 2014).

En plus de cette association forte entre HLA-B27 et SpA, il existe une association faible avec plus de 40
génes.

La protéine 1 associée au réticulum endoplasmique (ERAP1) est une enzyme protéolytique qui clive les
peptides afin qu’ils puissent se lier aux molécules du CMH de classe |. Les variations de présentation
des antigenes microbiens pourraient modifier la réponse immunitaire spécifique au microbiote. Le
polymorphisme ERAP1 est I'association génétique la plus forte aprés le HLA-B27. Plus récemment un
polymorphisme ERAP2 a été retrouvé, indépendamment du statut HLA-B27.

Un polymorphisme IL23R est également retrouvé. Le role majeur de I'lL-23 a été démontré dans
plusieurs modeles animaux de SpA. L’IL-23 joue un réle clé dans la réponse Th17 impliquée dans la SA,
le rhumatisme psoriasique et I'arthrite réactionnelle (Sherlock, Taylor, and Buckley 2015). Ces
réponses Th17 impliquent les cellules T helper CD4+ et les ILCs, qui sont toutes deux liées au microbiote
intestinal.

RUNX3 et TBX23 codent deux facteurs de transcription et sont associés a la SA. Runx3 est un facteur
critique pour la fonction des ILC3, et sa délétion spécifique sur les ILCs augmente la susceptibilité a
I'infection par le pathogene digestif Citrobacter rodentium (Ebihara et al. 2015, 3). TBX23 code pour le
facteur de transcription T-bet, qui limite I'activation des cellules dendritiques digestives par le
microbiote intestinal et I’activation médiée par les cytokines des ILCs inflammatoires (Ermann et al.
2014, 2; Garrett et al. 2007).

Les génes codants pour la protéine tyrosine phosphatase, le PTN22, I'lL-27 et I'IL-33 sont également
des génes de susceptibilité pour la SpA. Ces génes interviennent dans le maintien de la barriere
mugqueuse et dans ’lhoméostasie immune (Asquith and Rosenbaum 2016).
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1.3.2.2 Environnement

Le role de facteurs environnementaux dans le déclenchement et la sévérité des SpA a été mis en
évidence, comme le tabac, les événements de vie stressants et le stress mécanique (Lukas, Dougados,
and Combe 2016; Zeboulon-Ktorza et al. 2013; Benjamin and McGonagle 2009). De plus, il est connu
de longue date que certaines infections digestives (Salmonella sp., Shigella sp., Yersinia sp. and
Campylobacter sp) et uro-génitales (Chlamydia sp.) pouvaient déclencher des arthrites réactionnelles,
20% des patients développant une SA dans les 10 a 20 ans (Bazin et al. 2018). De plus, on suspecte
gu’une infection chronique virale ou bactérienne a bas bruit au niveau des cellules souches médullaires
pourraient contribuer ala physiopathologie des SpA, au moins a leur début (Berthelot and Sibilia 2016).

1.3.2.3 Systeme immunitaire

L'étude des anomalies immunitaires muqueuses dans les SpA est moins détaillée que dans les MICI, en
raison de I'hétérogénéité de ce groupe de maladies mais également du lien physiopathologique qui a
été montré plus récemment entre systeme digestif et SpA.

Si plusieurs études suggérent une augmentation de la perméabilité intestinale dans la SpA, cette
constatation a été remise en question (Gill et al. 2015).

Une réponse exacerbée des cellules immunitaires innées comme les macrophages, les mastocytes et
les neutrophiles est responsable de la plus grande partie de l'inflammation dans les SpA. Les
macrophages de patients atteints de SA produisent par exemple des niveaux anormalement élevés
d’IL-23 en réponse au LPS (Zeng, Lindstrom, and Smith 2011). Ces cellules immunitaires semblent étre
les principales productrices a la fois des cytokines pro-inflammatoires (TNFa, IL-1, IL-23, IL-17) et anti-
inflammatoires (IL-10) retrouvées en exces dans la SpA (van de Sande and Baeten 2016). Des
concentrations sériques augmentées en IL-23 et en IL-17 ont été retrouvées chez les patients
présentant un SA (Mei et al. 2011). Des niveaux élevés d’IL-17 dans le liquide synovial de patients
présentant une arthrite réactionnelle ou une SpA indifférenciée ont également été mesurés (Singh,
Misra, and Aggarwal 2011). Ces études, mettant en évidence une participation de I'axe de IL-23/IL-17
dans la physiopathologie des SpA, suggerent une participation forte des Th17, et sont a |’origine du
développement de molécules antagonistes de I'lL-17.

L'analyse immunohistologique du tissu synovial dans les SpA révele une infiltration de cellules
immunitaires innées, particulierement les macrophages. Le nombre de macrophages est corrélé a
I'activité de la maladie et diminue en cas d’efficacité du traitement. D’autres cellules de I'immunité
innée comme les polynucléraires neutrophiles et les mastocytes jouent probablement un réle dans la
physiopathologie des SpA (Ambarus et al. 2012). Des cellules ILC ont également été récemment
identifiées dans le liquide synovial de patients atteints de SpA (Al-Mossawi et al. 2015; Cuthbert et al.,
n.d.). Leur réle exact dans la physiopathologie des SpA reste a préciser.

Des auto-anticorps anti-CD74 ont été décelés dans le sérum de patients atteints de SpA (Baerlecken et
al. 2014, 74). CD74 est impliqué dans I'assemblage du CMH de classe Il, et est impliqué dans la
différenciation des cellules B. In vitro, |a liaison des anticorps au CD74 induit la production de cytokines
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pro-inflammatoires, ce qui suggere une implication de ces auto-anticorps dans la physiopathologie des
SpA.

1.3.3 Maladie auto-inflammatoire ou auto-immune ?

Les SpA ne partagent pas de facteurs de risques génétiques, la prédominance féminine, la présence
d’auto-anticorps spécifiques de la maladie et une réponse aux thérapies ciblant les cellules T ou B
(abatacept, rituximab...) avec les maladies auto-immunes classiques que sont la polyarthrite
rhumatoide et le lupus érythémateux disséminé. Une réponse augmentée des cellules innées
(macrophages, mastocytes et polynucléaires neutrophiles) est responsable de I'inflammation dans la
SpA. La prédominance d’anomalies des lignées myéloides versus lymphoides suggere une origine
plutét auto-inflammatoire qu’auto-immune, ce qui explique que les thérapies ciblant les cellules de
I'immunité innée ou leurs cytokines pourraient étre plus efficaces que les thérapies ciblant les cellules
T ou B. De plus, le terrain génétique et I'importance des facteurs déclencheurs bactériens et
mécaniques orientent vers une origine auto-inflammatoire (Ambarus et al. 2012).

Cependant, la découverte d’auto-anticorps anti-CD74 et de polymorphismes PTN22, retrouvés dans
d’autres maladies auto-immunes, suggere qu’il existe une part non négligeable de mécanisme auto-
immun dans la physiopathologie des SpA.

1.4 Overlap SpA/MICI

Environ 30% des patients atteints de MICI présentent des manifestations de SpA, tandis que 5 a 10%
des patients atteints de SpA souffrent également d'une MICI (Shivashankar et al. 2013). Des lésions
iléales ou coliques endoscopiques sont détectées chez 30 a 45% de ces patients, et des Iésions
histologiques chez 60% de ces patients (Ciccia, Rizzo, and Triolo 2016). En outre, une rémission clinique
de la SA est toujours associé a une normalisation de I'histologie digestive, tandis que la persistance des
symptomes rhumatismaux est majoritairement associée a la persistance d’une inflammation
intestinale (Cypers et al. 2014). Ces éléments plaident en faveur d'un lien étroit entre la
physiopathologie des atteintes intestinales et articulaires, qui pourrait étre expliqué par le role crucial
de la flore digestive (M.-E. Costello et al. 2015).

De facon intéressante, plusieurs genes de susceptibilité sont partagés entre les SpA et les MICI, en
particulier ceux appartenant a la voie de signalisation IL-23/IL-17, qui est impliquée dans la réponse
envers les pathogénes, incluant les bactéries et les levures (Ellinghaus et al. 2016).

Une hypothése permettant de relier le systéme digestif aux atteintes inflammatoires articulaires est la
circulation de bactéries ou de composants bactériens a I’échelle systémique. Il a été ainsi montré que
des bactéries vivantes pouvaient étre retrouvées dans les articulations ou les entheses au sein de
cellules dendritiques et/ou de macrophages. Cette circulation peut également se produire directement
par voie sanguine ou lymphatique, ce qui a été prouvé dans le cas de la maladie de Whipple. Cette
explication est anatomiquement plausible, puisqu’il existe un reflux lymphatique au niveau des sacro-
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iliaques en cas d’obstruction des vaisseaux lymphatiques mésentériques (Berthelot and Claudepierre
2016).

De fagon intéressante, ces effets ne sont pas confinés au tube digestif, et a la fois le butyrate et le
propionate exercent des effets sur la différenciation périphérique des Treg (Arpaia et al. 2013).

La SpA et les MICI sont donc des MIC proches du point de vue clinique et de leur physiopathologie
éminemment complexe, faisant intervenir des mécanismes auto-inflammatoires mais aussi auto-
immuns. La persistance d’un signal Danger tissulaire au niveau digestif pourrait étre le primum movens
commun de ces deux maladies. Des anomalies du contenu luminal digestif et, en particulier, du
microbiote intestinal pourraient induire ce signal Danger dans un contexte génétique prédisposant.
Ces deux groupes de maladies pourraient ainsi étre considérés comme des expressions phénotypiques
différentes d’'un méme substratum physiopathologique.
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2 Microbiote intestinal

2.1 Description

Au XXe siecle, seulement 20% environ des bactéries du microbiote intestinale étaient cultivables, en
raison de difficultés particuliéres liées a la complexité de I’environnement digestif.

L’essor des technologies s’affranchissant des méthodes de culture a induit la production exponentielle
de données issues du microbiote.

Le microbiote correspond a I'ensemble des microorganismes hébergés par un individu. Il peut s’agir
de bactéries mais aussi de virus, de champignons, d’archées ou encore d’organismes eucaryotes
complexes comme les helminthes. Le microbiome est I'ensemble des génes présents dans le
microbiote.

La littérature s’intéressant au nombre de cellules dans I'organisme est tres disparate. Un article récent
a évalué a partir des méthodes de calcul les plus précises le nombre de cellules humaines et
bactériennes dans le corps humain. Dans cette étude, le nombre total de bactéries hébergées par un
adulte de 70kg était évalué a 3,8.10%3, avec une masse estimée a 200 grammes (0,3% de la masse
totale). Le nombre total de cellules humaines, dominées par les lignées hématopoiétiques, était évalué
a3,0.10%. Cette étude a remis en question le dogme d’une nette supériorité numérique des bactéries
par rapport aux cellules humaines, en montrant que les deux types cellulaires étaient numériquement
équivalents (Sender, Fuchs, and Milo 2016a).
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Figure 5 : Nombre de cellules et masses des différents types cellulaires dans un corps humain
adulte de 70kg. La barre supérieure représente le nombre de cellules, la barre inférieure représente
la contribution de chaque type cellulaire a la masse totale, en excluant environ 24kg de masse
extracellulaire (Sender, Fuchs, and Milo 2016b).

Cependant, le nombre de genes bactériens totaux contenus dans le microbiote humain est trés
largement supérieur aux nombre de génes strictement humains, avec un rapport de 150/1 (plusieurs
millions contre 23000 génes humains) (Qin et al. 2010).
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Le microbiote viral, largement méconnu, est composé d’environ 90% de bactériophages (Scarpellini et
al. 2015). Quatre familles de I'ordre des Caudovirales semblent dominer, mais la majorité des espéeces
sont inconnues (Babickova and Gardlik 2015). La complexité de leur étude est liée a leur diversité
extréme, a leurs interactions multiples avec les différents constituants du microbiote et les cellules de
I’héte via les transferts horizontaux de génes et leurs interactions avec les acides nucléiques (Abeles
and Pride 2014). Il est intéressant de noter que le virome semble co-varier avec I'ensemble du
microbiome (Minot et al. 2011).

Le mycobiote est également relativement méconnu, étant minoritaire au sein de I’écosysteme du
microbiote digestif (Huseyin et al. 2017). De plus, les méthodes d’analyse du mycobiote manquent
encore plus de standardisation que I’étude du microbiote bactérien. Son r6le en santé et en pathologie
est cependant de plus en plus étudié (Enaud et al. 2018; Harry Sokol et al. 2016).

En ce qui concerne les archées, il n’existe a I’heure actuelle pas d’argument fort pour un role de leur
part en pathologie humaine (Aminov 2013) et leur étude est tres parcellaire.

Les techniques indépendantes de la culture ont montré que les microorganismes subsistaient au sein
de communautés complexes, en interaction permanente, composés de nombreuses espéces et de
plusieurs regnes.

Il est apparu que chaque habitat et chaque organisme possedaient leur propre microbiote. Cela inclut
I’holobionte humain, qui est I'entité regroupant les cellules humaines et le microbiote associé a
I’échelle d’un organisme humain.

2.1.1 Notion de dysbiose

Le terme fréguemment cité de dysbiose manque de précision. Il est communément compris comme
une composition de microbiote intestinal différant de la normale et associée a un état pathologique.
Cependant, d’une part, il n’existe pas de définition précise de ce qu’est un microbiote normal et,
d’autre part, une composition peut différer d’'une autre de plusieurs fagons (charge bactérienne totale,
abondances absolue ou relative, présence ou absence d’espéce(s) particuliere(s), a ou  diversité). Ce
terme devrait étre évité au profit d’une description précise des différences observées (Hooks and
O’Malley 2017).
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Figure 6 : Microbiote et « dysbiose ». La perte de microorganismes bénéfiques, I’expansion de
pathobiontes ou la perte de diversité associées a un état pathologique sont fréquemment
regroupées sous le terme de « dysbiose » (Petersen and Round 2014).

Lorsque I'organisme est en état d’homéostasie, le microbiote intestinal est composé d’organismes
divers dont certains sont bénéfiques pour le développement et la santé de I'h6te. Cependant, des
perturbations environnementales, comme un traitement antibiotique ou une alimentation
particuliére, peut entrainer un déséquilibre de la communauté microbienne. Ce déséquilibre peut
conduire a la perte d’organismes bénéfiques ou au développement de commensaux ayant un potentiel
délétere, les pathobiontes. La domination du microbiote par des pathobiontes peut entrainer des
pathologies variées. Le fait que les effets positifs de composants du microbiote soient souvent non
redondants explique que la perte compléte d’'un seul composant peut également rompre I'état
d’équilibre.

2.1.2 Stabilité

La stabilité de la composition du microbiote intestinal est considérée comme critique pour la santé
humaine en général et résulte d’un équilibre compétitif au sein des populations bactériennes,
fungiques et virales. Une instabilité du microbiote intestinal a été retrouvée dans des pathologies
comme les MICI et des anomalies neurodéveloppementales.

De facon contre-intuitive, la stabilité n’est pas favorisée par des réseaux de coopération entre les
microorganismes (par exemple, en cas de complémentarité métabolique), mais plutoét par la
compétition qui affaiblit ces réseaux de coopération. La stabilité est ainsi favorisée par une limitation
des rétrocontrodles positifs et par un affaiblissement des interactions écologiques (Coyte, Schluter, and
Foster 2015).
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Un microbiote intestinal stable possede une capacité de résilience, c’est-a-dire que sa composition
aura tendance a étre restaurée apres un événement perturbateur (par exemple une antibiothérapie)
(De La Cochetiere et al. 2005). Cependant, en cas de dépassement de cette capacité de résilience, un
nouvel état stable alternatif peut étre atteint (Figure 7).
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Figure 7 : Représentation schématique du “paysage de stabilité” de la composition du microbiote
intestinal. La balle représente la composition du microbiote intestinal et le déplacement horizontal
de la balle représente les changements de composition. La profondeur des « vallées » représente la

probabilité que la composition se maintienne dans son état initial malgré des perturbations mineures

et donc sa stabilité. La perturbation peut modifier la composition A. directement en modifiant la
répartition des microorganismes ou leur activité B. indirectement en changeant les parameétres
environnementaux. Dans les deux cas la composition peut étre modifiée et atteindre un état stable

différent (E. K. Costello et al. 2012).

2.2 Facteurs influencant la composition du microbiote intestinal

La composition du microbiote intestinal est sous l'influence de facteurs endogenes et exogénes
(environnementaux).

Les facteurs endogénes comprennent le terrain génétique (Goodrich et al. 2014), la réponse
immunitaire (S. Wang et al. 2015) et I'age.

Les facteurs exogénes sont trés nombreux et comprennent le mode d’accouchement (Backhed et al.
2015), I'alimentation (y compris I’allaitement) (David et al. 2014), les xénobiotiques (y compris les
antibiotiques (I. Cho et al. 2012) et d’autres médicaments) (Maurice, Haiser, and Turnbaugh 2013), les

39



infections (Hsiao et al. 2014) et expositions environnementales a des microorganismes (Fujimura et al.
2014), le rythme circadien (Thaiss et al. 2014), les pratiques sexuelles (Noguera-Julian et al. 2016),
|"activité physique (O’Sullivan et al. 2015).

On note que plusieurs de ces facteurs sont également des facteurs de risque connus d’obésité et de
manifestations allergiques.

L'influence relative de ces facteurs dans la composition du microbiote varie considérablement. Le sexe,
I’age, I'alimentation, la prise d’antibiotiques et la consistance des selles (Vandeputte et al. 2015) (qui
est un facteur composite) semblent exercer une influence majeure, alors que le mode d’accouchement
ne semble pas modifier significativement la composition du microbiote a I’dge adulte (Zhernakova et
al. 2016; Falony et al. 2016).

2.2.1 Evolution avec I'Age

Au-dela des facteurs exogenes, la composition du microbiote intestinal n’est pas figée au cours du
temps. La premiére étape de la colonisation du tractus digestif ne se produit pas lors de
I"accouchement ; comme on le pensait encore récemment, mais in utero (Lynch and Pedersen 2016).
Le mode d’accouchement influence la composition du microbiote post-natal. L’arrét de I’allaitement
coincide avec une évolution rapide vers une composition proche de celle des adultes, comprenant une
augmentation de la diversité et des fonctions microbiennes. Entre I'dage de 1 et 5 ans, cette
composition se stabilise, puis évolue a nouveau lors de la préadolescence pour se stabiliser vers I’age
de 12 ans.

Le microbiote adulte est dominé par les phyla des Bacteroidetes et des Firmicutes, mais comprend
également des Actinobacteria, des Proteobacteria et des Verrucomicrobia, ainsi que des archées
méthanogéniques, des eucaryotes (principalement des levures) et de multiples phages.

Al’échelle des phyla, le microbiote intestinal adulte est stable, mais a I'échelle des espéces et des sous-
especes (souches) on observe une variabilité interindividuelle majeure. La composition du microbiote
d’un individu est unique, on parle de code barre microbiotal. Cependant, du point de vue fonctionnel,
il existe une relative homogénéité entre les personnes saines (Human Microbiome Project Consortium
2012). Les voies métaboliques communes impliquent le métabolisme, la fermentation, la
méthanogenese, la phosphorylation oxydative et la biosynthése du lipopolysaccharide.

Avec ’age, la composition du microbiote devient moins stable et moins diversifiée, ce qui coincide avec
les pathologies liées a I’dge ainsi qu’avec une baisse des capacités d'immunocompétence (Claesson et
al. 2012).
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2.3 Roles physiologiques

Des millions d’années d’évolution ont conduit a une interdépendance entre I’"hGte et son microbiote.
Le microbiote intestinal joue ainsi un réle majeur, reconnu de longue date dans deux fonctions
majeures : I'immunité et le métabolisme.

Le microbiote est ainsi impliqué dans le développement et le fonctionnement du systéme immunitaire
(Shi and Mu 2017; Belkaid and Hand 2014; Sommer and Backhed 2013) et confére une protection
envers les pathogénes non seulement localement mais également a distance (Chiu et al. 2017).

Article de revue : les microbiotes exercent des effets protecteurs sur I'’hote
par des mécanismes variés, a I’échelle locale mais aussi a distance

A partir d’une revue de la littérature, nous avons montré que les différents microbiotes du corps
humain exercent des effets immunomodulateurs protecteurs contre les infections via des mécanismes
variés, non seulement a I’échelle locale mais également a I’échelle systémique et a distance,
définissant ainsi le concept de « co-immunité ».

Le manuscrit de I'article est placé a la fin de la partie « étude bibliographique ».

Article de revue : co-immunité hote-microbiote : une relation intime qui
dépasse la fonction de défense

Dans cet article, nous avons montré que la co-immunité ne se limitait pas a la fonction de protection
contre les infections, mais était impliquée dans les autres fonctions du systeme immunitaire que sont
le développement et la réparation.

Le manuscrit de I'article est placé a la fin de la partie « étude bibliographique ».

Son réle métabolique est bien connu : il est impliqué dans la régulation de la balance énergétique et
dans I'équilibre glycémique (Vijay-Kumar et al. 2010; Vrieze et al. 2012) ; il représente une source
d’énergie (environ 5 a 10% de la consommation énergétique) (Canfora, Jocken, and Blaak 2015) ; il
permet la synthése de vitamines, notamment de la vitamine K (Yatsunenko et al. 2012) ; il métabolise
les sels biliaires (Devlin and Fischbach 2015).

Outre ces deux fonctions principales, le microbiote influence également la prolifération cellulaire
(ljssennagger et al. 2015) et la vascularisation (Reinhardt et al. 2012) ; il régule les fonctions endocrines
(Neuman et al. 2015), la signalisation neuronale (Yano et al. 2015) et la densité osseuse (I. Cho et al.
2012); il permet la synthése de neurotransmetteurs (Yano et al. 2015) et de multiples autres
composés ; il réagit a certains médicaments et les modifie ; il élimine certaines toxines exogénes
(Haiser et al. 2013). De multiples fonctions restent probablement a découvrir.
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Etant donné la variété de ces fonctions, il n’est pas étonnant que le microbiote soit un sujet d’étude
privilégié dans de nombreuses pathologies chroniques dont la physiopathologie complexe est mal
comprise.

2.4 Méthodes d’étude, critique des biais

La plupart des especes du microbiote intestinal étant difficiles ou impossibles a cultiver, la
caractérisation génomique de la composition et de la fonction du microbiote, sous différentes
conditions environnementales, a pris une place centrale dans la compréhension de ses roles en santé
et en pathologie. La premiére décennie de recherche s’est principalement focalisée sur le séquencage
de I’ADN 16S et sur le séquengage de type shotgun, permettant de mieux comprendre la composition
et la structure du génome microbiotal (microbiome). Les avancées dans le séquencage de I’ARN ont
récemment permis de savoir quels genes sont activement exprimés dans des communautés
microbiennes complexes, permettant une évaluation des changements fonctionnels selon les
contextes.

La conduite d’'une étude dans le domaine du microbiote est complexe, car, comme pour toute étude,
les méthodes expérimentales, les facteurs environnementaux et les méthodes d’analyse peuvent
affecter les résultats. La standardisation de la collecte des données et de I’analyse est nécessaire mais
n’est pas encore répandue, réduisant fortement les possibilités de méta-analyse.

Une difficulté importante de ce champ de recherche est I'arrivée continue de nouvelles méthodes
d’analyse, qui ne doit pas remettre en cause les pratiques classiques indispensables pour I'obtention
de résultats exploitables.

Toutes les méthodes d’étude du microbiote comportant des forces et des faiblesses, la question
d’étude, les hypotheses, le type d’échantillon et les objectifs de I'analyse doivent orienter le choix de
la méthode.
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Figure 8 : Méthodes d’étude du microbiote humain

Les techniques de séquengage permettent de s’affranchir des classifications phénotypiques
traditionnelles basées sur la prise de coloration de Gram, I'aspect (bacille ou coccus) etc.

Pour toutes les études, une stratification précise en fonction des facteurs confondants (age, sexe,
alimentation, style de vie) est indispensable. De méme, le choix des réactifs, des amorces, des
conditions de stockage, etc. doivent étre réfléchis et consignés pour permettre une interprétation
correcte des données, la variabilité technique étant forte entre les différentes méthodes
expérimentales, de I’extraction au séquencage (Knight et al. 2018).

2.4.1 Séquencage de genes d’'intérét

Le séquencgage de genes d’intérét utilise des amorces qui ciblent une région particuliere d’un gene
d’intérét afin de déterminer la composition microbienne d’un échantillon. Cette région doit contenir
une région hypervariable qui peut permettre une identification précise, encadrée par des régions
hautement conservées qui permettent aux amorces de PCR de se fixer.

En ce qui concerne I'étude du microbiote bactérien, le séquencage de I’ADN codant pour la sous-unité
16S de I’ARN ribosomal (ADN 16S) est le plus répandu car, hormis son co(t actuellement inférieur aux
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autres techniques, il présente plusieurs avantages. Il est en effet trés conservé au sein des bactéries
(sensibilité) ; le gene eucaryote homologue (18S) est distinct (spécificité particulierement intéressante
dans le cas d’échantillons complexes comme les échantillons biologiques) ; il existe des domaines
propres permettant une signature des différents niveaux taxonomiques (jusqu’a la famille, le genre
voire I'espéce) ; les banques de données sont trés développées ; les résultats sont comparables a ceux
obtenus a partir du séquencage du génome entier. 'ADN 16S est préféré a I’ADN 23S, 5S ou a d’autres
génes bactériens pour des raisons techniques liées a un compromis entre la taille du géne (1,5kb pour
I’ADN 16S) et la quantité d’information disponible. Cependant, comme cette technique génére des
fragments de petite taille, I’assignation taxonomique peut étre relativement difficile.

L’étude du mycobiote peut utiliser les régions ITS1 ou ITS2 (internal transcribed spacers) ou I’ARNr 18S,
sans qu’un gene d’intérét ait montré sa supériorité.

Le type d’échantillon peut influer sur le succes de I'amplification des différentes régions d’intérét
(Knight et al. 2018).

Cette technique a plusieurs avantages : elle est rapide, simple et peu chere; ses résultats sont
similaires a ceux du contenu génomique total; elle convient aux échantillons contenant peu de
biomasse ou fortement contaminés ; les banques de données sont importantes ; elle permet une
analyse semi-quantitative relative.

Cependant, elle ne permet pas la distinction entre bactéries vivantes et mortes ; elle est sensible aux
biais liés a 'amplification ; le choix des amorces et des régions variables a amplifier majore les biais ;
elle nécessite une connaissance a priori de la communauté microbienne (ce qui est le cas pour le
microbiote humain) ; la résolution est rarement supérieure au genre en raison de la petite taille des
fragments amplifiés ; elle nécessite des contrdles négatifs; les informations fonctionnelles sont
limitées ; il n’est pas possible de réaliser une quantification bactérienne précise, car les génes codant
I’ARNr peuvent exister en plusieurs copies, le nombre de copies variant en fonction de la taille du
génome et de la vitesse de croissance de la bactérie.

Enrésumé, le séquencage de I’ADN 16S permet une vision globale de la composition de lacommunauté
bactérienne, avec une résolution basse.

Pour quantifier, d’autres génes sont utilisés, présents en méme nombre de copies chez toutes les
bactéries (une copie généralement). D’autres génes sont utilisés pour différencier des especes
bactériennes proches, pour lesquelles ’ADN 16S n’est pas discriminant, par exemple MLSA pour
Neisseria meningitidis.

La plupart des études cliniques sont basées sur le séquencage de I’ADN 16S qui, bien qu’économique,
est limité en termes d’assignation taxonomique. Cependant, la méthode PICRUSt (Phylogenetic
Investigation of Communities by Reconstruction of Unobserved States), un algorithme qui utilise les
séquences d’ARNr 16S pour prédire les fonctions bactériennes, permet une analyse métagénomique
bactérienne in silico en identifiant des familles fonctionnelles de genes a partir des banques de
données disponibles (Langille et al. 2013).
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2.4.2 Séquencage de ’ADN total (“shotgun métagénomique”)

Par rapport au séquencage de I’ADN 16S, le séquencage de I’ADN total peut évaluer directement
I’abondance relative des genes fonctionnels ; I'assignation taxonomique est réalisable au rang de
I’espece ou de la souche si elles sont connues ; il est exempt des biais de la phase PCR d’amplification ;
il permet I'estimation in situ de la croissance d’organismes cibles ; il permet I'assemblage de génomes
bactériens.

Il est cependant cher ; la préparation de I’échantillon et I'analyse des données sont complexes ; la
contamination par I’ADN de I'hGte et des organelles peut masquer les signatures microbiennes ; les
virus et les plasmides ne sont pas correctement annotés sans pipelines d’analyse personnalisés ; il
n’existe pas de distinction entre organismes vivants et morts.

Plusieurs études ont combiné les méthodes a haut débit de séquencage ADN avec les nouveaux
catalogues de genes disponibles, permettant une résolution fine au niveau des espéces et des souches
ainsi qu’une annotation fonctionnelle des communautés microbiennes (Lynch and Pedersen 2016). De
telles approches ont facilité I'utilisation d’algorithmes de type « machine-learning » dans le but
d’identifier des génes microbiens (ou des signatures taxonomiques) comme des biomarqueurs de
maladies.

2.4.3 Analyse du métatranscriptome

Le séquencage de I’ARN présente plusieurs avantages: il peut permettre d’évaluer quels
microorganismes dans une communauté présentent une activité transcriptionnelle lorsqu’il est couplé
a un séquencage de génes d’intérét ; il permet de distinguer per se les microorganismes vivants actifs
des microorganismes morts ou dormants ou de I'ADN extracellulaire; il permet d’évaluer
fonctionnellement les variations intra-individuelles (qui pourraient passer inapercues en utilisant les
techniques de séquencage d’ADN) ; il permet d’évaluer directement |'activité microbienne, y compris
la réponse a une intervention ou a un événement.

Cependant, la préparation des échantillons et I'analyse sont trés colteuses et complexes ; les ARNm
de I’hote et les ARNr doivent étre éliminés ; la collection des échantillons et leur conservation doivent
étre optimales (« snap-frozen ») ; les données sont biaisées en faveur des organismes présentant des
taux de transcription élevés en I'absence de séquencage ADN concomitant.

2.4.4 Métaprotéomique, métabolomique

La métaprotéomique analyse I’expression protéique dans un échantillon, par chromatographie liquide
ou gazeuse couplée a une spectrométrie de masse. Il est cependant impossible de distinguer les
protéines dérivées de I’h6te des protéines dérivées du microbiote.
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La métabolomique analyse la production de métabolites, par chromatographie liquide ou gazeuse
couplée a une spectrométrie de masse ou par spectroscopie a résonance magnétique. Cette technique
est semi-quantitative et I'analyse peut étre ciblée ou non ciblée. Comme pour la métaprotéomique, il
est impossible de distinguer les métabolites issus de I’h6te ou de I'alimentation. La détection des
métabolites est de plus dépendante de la plateforme d’analyse et des bases de données.

2.4.5 Diversité

Les données issues du séquencage sont représentées par des milliers de lignes correspondant aux
différents taxons, avec beaucoup de valeurs nulles ; leur analyse requiert un traitement statistique
adéquat comprenant notamment une correction pour tests multiples.

Les diversités a et béta permettent une approche générale des données de séquencage.

L’a diversité correspond a la diversité au sein d’un échantillon (le nombre d’espéces) ; elle peut étre
comparée entre deux groupes. Cette donnée est purement quantitative ; deux compositions de
microbiote tres différentes peuvent se traduire par une a diversité égale. Les mesures de la richesse
en espece (par exemple I'index Chaol) sont sensibles au nombre de séquences par échantillons, alors
gue les mesures qui combinent richesse et I'uniformité (par exemple I'index de Shannon) le sont
beaucoup moins. Ces méthodes n’ont été validées que pour I'analyse de I’ARNr 16S.

La béta diversité compare la similitude entre chaque paire d’échantillons, et génére une distance
matricielle entre ces paires. Les mesures quantitatives (Bray-Curtis, Canberra et UniFrac pondéré)
prennent en compte I'abondance relative des taxa dans leurs calculs, alors que les mesures qualitatives
(Jaccard binaire et UniFrac non pondéré) ne considérent que la présence ou 'absence des taxa.

Afin de visualiser les données de beta diversité, des techniques d’ordination telles que I'analyse de
coordonnées principales (PCoA) ou I’analyse en composant principal (PCA) sont couramment utilisées.
Ces méthodes permettent de représenter graphiquement des distances matricielles complexes, en
deux ou en trois dimensions. Les points correspondant a chaque échantillon peuvent ensuite étre
colorés en fonction des métadonnées afin de visualiser des regroupements de points (« clusters »).

2.4.6 Intégration des données « omics »

L’analyse de la composition de la communauté microbienne n’est plus un but de recherche suffisant.
La fonction de cette communauté est cruciale. L'intégration des différents types de données (incluant
le séquencgage de genes d’'intérét, la métagénomique, la métatranscriptomique, la métaprotéomique
et la métabolomique) est nécessaire a une meilleure compréhension du fonctionnement biologique.
Cette intégration des différents « omics » est appelée analyse multi-omique. Le champ de recherche
est extrémement vaste et le peu de méthodes proposées ne sont pas validées. De plus, chaque
« omic » présentant individuellement un grand nombre de biais et étant confronté a un manque de
standardisation, une analyse multi-omique efficace ne pourra étre possible qu’apres avoir résolu ces
problemes.
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Par ailleurs, intégrer plusieurs types de données omiques est difficile. Par exemple, I'expression
génique et la production de métabolites ne sont pas simultanées. De plus, les outils statistiques
disponibles comme les coefficients de corrélation de Pearson et Spearman ne sont pas adaptés au
traitement de données de grande échelle et leur utilisation peut créer de nombreux faux positifs
(Knight et al. 2018). Le développement de méthodes d’analyse spécifiques est donc indispensable.

La correction pour tests multiples est cruciale lors des analyses multi-omiques. Les données contenant
des milliers de microorganismes différents, des corrélations statistiquement significatives seulement
liées au hasard sont attendues. Des corrections de la significativité pour comparaisons multiples
doivent étre appliquées; elles comprennent, par exemple, la correction de Benjamini-Hochberg
(« false discovery rate ») ou la correction de Bonferroni (« family-wise error »), plus conservative.

De plus, la découverte de simples corrélations parmi les données n’est que la premiere étape. La
recherche de corrélation et de causalité entre les différents omics est la seconde étape.

By

Par exemple, l'identification d’'un métabolite associé a un état pathologique particulier devrait
conduire a rechercher I'origine de ce métabolite au sein du microbiote intestinal. La recherche de la
production de ce métabolite par une mono ou co-culture de microorganismes isolés ou I'obtention de
souris gnotobiotiques (a microbiote controlé) pourraient permettre d’identifier cette origine.

2.5 Microbiote et systéme immunitaire

Le microbiote intestinal est essentiel au développement et a la maturation du systéeme immunitaire.
Les MAMPs, incluant les PAMPs, sont reconnus par des récepteurs de I'immunité innée, comme les
TLRs et les NLRs, un processus essentiel a I'homéostasie intestinale (Medzhitov 2007). Le maintien de
cette homéostasie est sous le contréle de deux partenaires : I’h6te et le microbiote. Le microbiote est
controlé par les produits des cellules épithéliales et immunes, comme le mucus, les défensines, les Igl
et Reglll gamma. L'immunité muqueuse est, quant a elle, contrélée par le microbiote, certains
microorganismes favorisant la croissance de sous-types de cellules T.

La réponse immunitaire innée représente la premiere ligne de défense contre les pathogenes. Elle est
non spécifique et n’induit pas de mémoire immunitaire. Les cellules immunitaires innées, comme les
cellules dendritiques (CD) et les macrophages, mais aussi les cellules épithéliales intestinales et les
myofibroblastes, ont la capacité de réagir au microbiote en reconnaissant les motifs structuraux
conservés des microorganismes (MAMPs). Les CD font le lien entre immunité innée et acquise en
présentant les antigenes et en activant les cellules T.

2.5.1 Fonction barriére de I'épithélium et peptides antimicrobiens

La premiere barriere physique que les microorganismes digestifs et le contenu luminal rencontrent est
la couche de mucus qui recouvre |'épithélium intestinal, sécrété par les cellules caliciformes.
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L'importance du mucus dans la prévention de I'invasion bactérienne est soulignée par les études sur
les souris MUC27" qui développent une colite et présentent un risque accru de cancer colorectal. Dans
ces souris, les bactéries digestives sont en contact direct avec I'épithélium intestinal.

L'épithélium intestinal forme la deuxieme ligne de défense. Elle est maintenue par les jonctions
serrées, les jonctions adhérentes et les desmosomes qui forment le complexe de jonction apicale
intercellulaire.

En plus de former une barriere physique contre I'invasion des microorganismes, I'épithélium digestif
sécrete de nombreux agents bactéricides incluant les défensines. Certains agents sont produits de
facon constitutive, mais d’autres sont induits par la reconnaissance des composants bactériens par les
PRRs exprimés a la fois dans les compartiments extra et intracellulaires.

2.5.2 Récepteurs du systéme immunitaire inné

Le systéme immunitaire inné est la premiére ligne de défense envers les pathogeénes, permettant une
réponse immédiate aux infections. Il est fortement conservé au cours de I'évolution. Chez les
vertébrés, il amorce la réponse adaptative.

Le systéme immunitaire inné est confronté a deux défis principaux. Premiérement il est en contact
constant avec une myriade de microorganismes. Deuxiemement, il doit précisément et rapidement
faire la distinction entre le soi non-infectieux et les pathogenes.

Pour relever ces défis, il se base sur un nombre relativement restreint de PRRs (pattern-recognition
receptors) qui reconnaissent des caractéristiques communes a plusieurs pathogénes, appelés PAMPs
(pathogen-associated molecular patterns). Les PAMPs sont critiques pour la survie des pathogenes et
ne peuvent donc pas varier pour éviter la détection, c’est pourquoi ils ne varient que rarement au sein
de groupes entiers de pathogenes (Janeway and Medzhitov 2002).

Les PRRs sont des récepteurs exprimés soit a la surface des cellules, soit dans les compartiments
intracellulaires comme le cytosol et les endosomes. lls peuvent également étre sécrétés dans le milieu
extra-cellulaire. Les PRRs sont classés selon leur fonction, leur localisation et leur spécificité de ligands.
Deux classes principales de PRRs ont été décrites chez les mammiféres : les récepteurs liés a la
membrane, incluant les récepteurs toll-like (TLRs) et les récepteurs a la lectine de type C (CLRs), et les
récepteurs cytoplasmiques, incluant les récepteurs NOD-like (nucleotide-binding oligomerization
domain-like), les récepteurs RIG-I-like (RLRs), les récepteurs AIM2-like et plus récemment la synthase
de la GMP-AMP cyclique (Corridoni et al. 2018).

Les PRRs agissent souvent en synergie, favorisant une amplification rapide de la réponse immunitaire.
Les localisations variées des PRRs permettent la détection de pathogénes envahissant différents types
de compartiments cellulaires. De multiples PRRs sont capables de reconnaitre un seul microorganisme,
qui peut présenter un large éventail de ligands antigéniques, permettant une réponse immunitaire
robuste. Les PRRs reconnaissent également des ligands dérivés de I’hote appelés DAMPs pour danger-
associated molecular patterns (Cf. partie théorie Danger).
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2.5.2.1 TLR

Les TLRs sont les PRRs les mieux caractérisés. Onze TLRs présentant une structure commune ont été
jusqu’a présent identifiés chez I'étre humain. Les TLRs sont impliqués dans la physiopathologie des
MICI. TLR2 est essentiel a la fonction des jonctions serrées dans I'intestin. Le microbiote intestinal
commensal module I'inflammation via TLR2. Le polysaccharide A (PSA) produit par le commensal
Bacteroides fragilis agit via TLR2 sur les CPA pour moduler la balance Th1/Th2 (Q. Wang et al. 2006) et
via les cellules dentritiques plasmacytoides pour induire la différenciation lymphocytaire T régulatrice
(Dasgupta et al. 2014). La prise orale de PSA améliore la colite induite par le TNBS dans un modéle
murin, en augmentant la production de la cytokine anti-inflammatoire IL-10 (Mazmanian, Round, and
Kasper 2008a).

2.5.2.2 NLR

La famille des protéines NLR regroupe des PRRs cytosoliques qui se lient a diverses structures
microbiennes comme le peptidoglycane et la flagelline, ainsi qu’a des signaux Danger endogénes, pour
déclencher I'activation de I'immunité innée.

Au niveau fonctionnel, la famille des NLR peut étre divisée en sous-groupes liés a I'assemblage de
I'inflammasome, I'autophagie, la présentation antigénique, la transduction du signal et I’activation de
la transcription.

Le domaine NOD, qui a une activité ATPase, est requis pour |'auto-oligomérisation des NLRs qui suit |a
liaison au ligand. La grande diversité structurale des NLR permet une interaction avec une grande
variété de ligands et I'activation d’un large panel de voies de signalisation. Cette variété de fonctions
est illustrée par la grande variété des pathologies humaines qui sont associées a des polymorphismes
des génes codants pour les NLR (Zhong, Kinio, and Saleh 2013).

Deux membres de la famille des NLR, NOD1 et NOD2, jouent un réle central dans le déclenchement de
la réponse immunitaire innée a plusieurs infections bactériennes. A la fois NOD1 et NOD2 se lient a
différents motifs dérivés du peptidoglycane bactérien intracellulaire. NOD2 reconnait le muramyl
dipeptide (MDP), présent chez toutes les bactéries Gram-négatives et Gram-positives.

L’association entre NOD2 et maladie de Crohn a été découverte en 2001, et reste un des facteurs de
risque génétique majeur (Hugot et al. 2001).

NOD?2 est exprimé dans les cellules du tractus digestif, plus spécifiquement dans les cellules de Paneth,
les cellules épithéliales intestinales, les cellules souches et les cellules stromales. Il est également
exprimé dans le compartiment hématopoiétique dans les cellules dérivées des monocytes incluant les
cellules dendritiques et les macrophages.

Le mécanisme précis par lequel le MDP entre dans les cellules et active NOD2 demeure incertain. Il
pourrait s’agir 1) d’une phagocytose de la bactérie suivie d’'une dégradation en fragments incluant le
MDP, 2) de la perte de peptidoglycane par des bactéries invasives 3) de la capture de fragments du
peptidoglycane a partir de vésicules extracellulaires dérivées des bactéries 4) de I’endocytose et 5) du
transport a travers les membranes de I’h6te par un systéme de sécrétion bactérien ou des canaux
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(Corridoni et al. 2018). L'importance relative de ces mécanismes differe probablement selon le type
cellulaire. En résumé, ces mécanismes suggerent que NOD2 est capable de percevoir les bactéries
extracellulaires, ce qui va considérablement au-dela de son réle classiquement décrit de perception
des bactéries invasives intracellulaires. Cela est illustré par le fait que le MDP soluble est capable de
stimuler NOD2 in vitro (Caruso et al. 2014). Il a par ailleurs été montré que NOD?2 était capable de
répondre aux PAMPs autres que le MDP, et en particulier aux ssRNA viraux (Sabbah et al. 2009).

Il existe des interactions entre les différents PRRs, permettant une régulation croisée de I'immunité
innée et qui peuvent a la fois amplifier ou supprimer la réponse immunitaire. La synergie entre NOD2
et TLR2 est actuellement celle qui est le mieux caractérisée (Cao 2016). Outre une action pro-
inflammatoire, NOD2 et TL2 collaborent dans leurs liens avec I'immunité adaptative, et coopéerent pour
réguler la maturation fonctionnelle des cellules dendritiques (Ghorpade et al. 2011).

2.5.2.3 Les PRRs influencent la réponse adaptative

L'activation de I'immunité innée par les PRRs permet une détection immédiate de la présence et de la
viabilité microbienne, ce qui est nécessaire pour permettre une activation des cellules T naives et
générer une réponse effectrice appropriée. L'activation des PRRs modifie significativement le
phénotype des CPA, avec une expression majorée des molécules de co-stimulation et une sécrétion
augmentée de cytokines pro-inflammatoires (Reis e Sousa 2006). De plus, les signaux dérivés des PRRs
dans les CD déterminent si la machine de présentation antigénique va conduire a une activation ou a
une tolérance croisée des cellules T, en fonction de I’exposition ou non des CD aux ligands des PRRs et
de la durée de I'exposition. Cela contribue, en situation physiologique, a minimiser le risque de générer
des réponses pro-inflammatoires aux antigeénes du soi, a maximiser |I’activation des cellules T envers
les antigénes microbiens pendant la phase initiale de maturation des CD, a contréler temporairement
la présentation antigénique par le CMH | et Il et a éviter une activation excessive lors d’un portage
chronique de pathogene. La dérégulation de ces mécanismes pourrait donc étre particulierement
impliquée dans la physiopathologie des MICI.

A contrario de la réponse immunitaire innée, la réponse adaptative est hautement spécifique et
confere une mémoire immunitaire. Les cellules T sont les acteurs clés de la réponse adaptative. A I'état
homéostatique, les composants de la réponse adaptative cooperent entre elles et avec les cellules du
systeme immunitaire inné pour permettre une réponse immunitaire adaptée, capable d’éliminer des
pathogenes en causant le minimum de dégats aux tissus.

2.5.3 Controle des populations de cellules T par le microbiote

Il est clairement établi que le microbiote intestinal peut influence I’équilibre Th17/Treg, comme attesté
par les modéles germ-free ou les modéles murins traités par antibiotiques (A. Luo et al. 2017). Le tube
digestif est un site majeur de régulation de I'équilibre Th17/Treg. Méme si les mécanismes impliqués
ne sont pas encore clairs, des composants et des métabolites dérivés de la communauté microbienne
jouent probablement un réle majeur. Bacteroides fragilis est ainsi capable d’induire la différenciation
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Treg (Round and Mazmanian 2010), via son polysaccharide A (Telesford et al. 2015). Cet effet anti-
inflammatoire est médié par une diminution de la production d’IL-17 et par la promotion de la
différenciation des cellules T CD4+ vers des cellules productrices d’IL-10 et de Treg Foxp3* (Round and
Mazmanian 2010). Les métabolites produits par les microorganismes du microbiote, en particulier les
acides gras a courte chaine (SCFA), jouent un role critique dans les effets du microbiote sur I'induction
des Treg dans l'intestin et le colon. Les niveaux de SCFA ont été corrélés au nombre de Treg, et le
butyrate en particulier favorise la différenciation Treg a la fois in vitro et in vivo (Furusawa et al. 2013).
Le butyrate produit par Faecalibacterium prausnitzii régule également I'équilibre Th17/Treg, par
modifications épigénétiques (L. Zhou et al. 2018). De fagon intéressante, ces effets ne sont pas confinés
au tube digestif : le butyrate et le propionate influencent également la différenciation périphérique
des Treg, cette induction étant liée a la promotion de la différenciation extrathymique des iTreg (Arpaia
et al. 2013).

Il a été montré que les bactéries segmentées filamenteuses (SFB) étaient capables d’induire une
réponse de type Th17 (lvanov et al. 2009), par un mécanisme dépendant de la présentation des
antigénes des SFB par le CMH Il. Cette spécificité pourrait étre liée a la capacité de cette bactérie de
rentrer au contact direct des cellules épithéliales, au contraire des autres bactéries commensales. Des
pathogenes ont également la capacité d’induire une réponse de type Th1l7, comme Salmonella typhi
(McGeachy and McSorley 2012). Cette régulation de I’équilibre Th17/Treg par le microbiote est causée
au moins en partie par des modifications épigénétiques (A. Luo et al. 2017).

De plus, une étude récente a montré qu’un microbiote normal pouvait induire une réponse Treg et
inhiber la réponse Thl via I'action de CPA exprimant le récepteur CX3CR1. Une pertubation du
microbiote conduisait a une augmentation de la réponse Thl. Cet effet était corrigé par I'ajout de
bactéries adhérant a I'épithélium, ce qui montre que l'interaction microbiote/épithélium peut
également induire des mécanismes régulateurs (Kim et al. 2018).

Ces études montrent qu’un seul microorganisme peut influencer la physiologie de I’'hote par divers
mécanismes, et soulignent la complexité des relations hote/microbiote, dont la dysrégulation peut
avoir des conséquences importantes dans la lutte contre les pathogénes ou dans les mécanismes auto-
immuns et inflammatoires.

2.5.4 Microbiote et auto-immunité/auto-inflammation

Le microbiote intestinal est donc susceptible de modifier I'équilibre entre les populations de
lymphocytes T régulateurs et Th17 circulants (ratio Th17/Treg). Une rupture de cet équilibre a été
clairement associée au développement et a la progression de pathologies inflammatoires, non
seulement du tractus digestif mais également a I’échelle systémique (A. Luo et al. 2017), et pourrait
représenter le chainon manquant entre modifications du microbiote intestinal et maladies
inflammatoires rhumatismales (Xueyi et al. 2013).

Une étude récente a montré qu’une bactérie du tube digestif, Enterococcus gallinarum, était capable
d’induire la production d’anticorps associés a I’auto-immunité dans un modele murin de lupus, via sa
translocation hépatique (Manfredo Vieira et al. 2018).
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Le microbiote peut donc potentiellement intervenir dans une grande variété de mécanismes associés
a l'auto-inflammation ou a l'auto-immunité et, dans le cadre de la théorie Danger, induire la
persistance de signaux Danger.

2.6 Associations pathologiques

Des modifications de la compostion du microbiote intestinal ont été associées a une grande variété de
pathologies, comprenant des maladies localisées du systeme digestif mais aussi des maladies
neurologiques, respiratoires, métaboliques, hépatiques, cardiovasculaires etc.
De nombreuses revues de la littérature détaillent ces associations (Lynch and Pedersen 2016). Il faut
noter que les liens de causalité entre les modifications du microbiote et le développement des
pathologies sont actuellement trés peu étayés. De nombreux facteurs de confusion existent et ne sont
pas toujours controlés, en premier lieu I'alimentation. De plus, d’autres facteurs de confusion restent
certainement a découvrir.

La plupart des études s’efforcent actuellement d’explorer de possibles liens de causalité et a identifier
les mécanismes pathologiques impliqués, avec I'idée qu’une meilleure compréhension permettra le
développement de nouvelles stratégies thérapeutiques et préventives.

2.6.1 Composition du microbiote intestinal comme biomarqueur en pathologie

La diversité et la présence ou I'absence de taxons spécifiques pourraient étre utilisés comme des
biomarqueurs de pathologies ou de réponse au traitement (Bazin et al. 2018). Par exemple, la
composition du microbiote intestinal a été proposée comme un facteur pronostic dans le cancer
colorectal. En effet, dans les stades avancés, une augmentation d’E. coli productrice de cyclomoduline,
de Bacteroides fragilis entérotoxinogéne et de Fusobacterium nucleatum a été retrouvée. De plus, il a
été suggéré que la toxicité des chimiothérapies pouvait dépendre de la composition du microbiote
intestinal. En effet, les béta-glucuronidases d’origine bactérienne modulent la toxicité digestive de
I'irinotécan. Dans le cas des tumeurs digestives, une composition diverse est nécessaire a I'obtention
d’une réponse optimale a |'oxaliplatine. En effet, le microbiote, en agissant en synergie avec le systéme
immunitaire, module le microenvironnement oxydatif tumoral. Dans le mélanome, la composition du
microbiote peut prédire la résistance a la colite induite par l'immunothérapie, et des espéces
particuliéres de microbiote peuvent conditionner ou potentialiser les effets de la thérapie CTLA4 ou
PD-L1 (Vétizou et al. 2015; Routy et al. 2018). Une autre étude récente chez des patients atteints de
RCH traités par anti-TNF a a révélé des indices de dysbiose plus faibles et une plus grande abondance
de Faecalibacterium prausnitzii chez les répondeurs que chez les non-répondeurs au départ. De plus,
les auteurs ont montré que les répondeurs et les non-répondeurs présentaient des profils d'expression
distincts des peptides antimicrobiens de la muqueuse (Magnusson et al. 2016). De plus, une étude
récente a montré que de faibles concentrations de F. prausnitzii sont corrélées a une récurrence
précoce de la maladie de Crohn apres l'interruption du traitement par anti-TNFa (Rajca et al. 2014). F.
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prausnitzii est également associé dans la MC a un risque augmenté de récidive post-opératoire apres
résection iléo-caecale (Harry Sokol et al. 2008). Une méta-analyse récente a identifié I'ordre des
Clostridiales comme étant prédictif de la réponse a I'infliximab (Y. Zhou et al. 2018). De plus, une étude
récente a suggéré que la composition du microbiote intestinal pourrait prédire la réponse clinique a
I'ustékinumab chez des patients atteints de MC. Dans cette étude, la diversité était plus importante
avant traitement chez les futurs répondeurs, et augmentait avec le traitement chez les répondeurs
mais pas chez les non répondeurs (Doherty et al. 2018), Dans le domaine de la rhumatologie, des
études ont montré que les patients atteints de polyarthrite rhumatoide présentent des compositions
de microbiote intestinal modifiées, qui sont partiellement normalisées aprés un traitement par
DMARDs et qui pourraient prédire la réponse au traitement (Phillips 2015).

2.6.2 Microbiote et MICI

De plus en plus d’arguments dérivés de la génétique, des observations microbiologiques et
immunologiques suggérent fortement que le microbiote intestinal joue un réle central dans la
physiopathologie des MICI. Cliniguement, les rechutes de MC aprés chirurgie surviennent durant
I’exposition post-opératoire de la muqueuse au contenu luminal (D’'Haens et al. 1998).
Microbiologiquement on retrouve des modifications a la fois quantitatives et qualitatives de la
composition du microbiote intestinal dans les MICI (H Sokol et al. 2009; Duboc et al. 2013). Ces
modifications, particulierement étudiées dans la MC, sont caractérisées par une perte de la diversité
et un déficit en certaines espéces du phylum des Firmicutes, en particulier Faecalibacterium prausnitzii
de la famille des Clostridiaceae, qui possede des propriétés anti-inflammatoires, et une augmentation
du phylum des Bacteroidetes et des Proteobacteria, en particulier de la famille des Enterobacteriaceae,
dont Escherichia coli, y compris E. coli adhérente invasive, qui posséde une action pro-inflammatoire
(Nguyen et al. 2014). L'action anti-inflammatoire de F. prausnitzii est médiée par le butyrate qu’il
produit, qui maintient I’équilibre Th17/Treg par un mécanisme épigénétique (L. Zhou et al. 2018). Une
méta-analyse récente combinant des populations occidentales et chinoises a retrouvé une corrélation
entre une augmentation de I'abondance relative des phyla des Actinobacteria et Proteobacteria, une
diminution de I'abondance du phylum des Firmicutes et la sévérité des MICI (Y. Zhou et al. 2018). De
plus, outre la dysbiose bactérienne, une étude récente a montré qu’il existait chez des patients atteints
de MC une dyshiose fungique caractérisée par des altérations en termes de biodiversité et de
composition, suggérant un réle du microbiote fungique dans la physiopathologie de la MC (Harry Sokol
etal. 2016).

Les données concernant la RCH sont parcellaires et ont été obtenues a partir de cohortes plus réduites.
Une étude en PCR quantitative a retrouvé une plus faible abondance de Roseburia hominis et de
Faecalibacterium prausnitzii chez des patients atteints de RCH comparés a des sujets controles
(Machiels et al. 2014).

En résumé, le microbiote intestinal pourrait apporter des biomarqueurs universels pour le diagnostic,
|’évaluation de I'activité de la maladie et la prédiction de la réponse aux traitements dans les MICI.

Il doit étre noté que le terrain génétique associé aux MICI pourrait modifier par lui-méme la
composition du microbiote intestinal. Les SNPs (single-nucleotide polymorphisms) retrouvés chez les
patients atteints de MICI sont associés a un enrichissement en taxons bactériens particuliers. Chez la

53



souris, la déficience en NOD2 induit une composition particuliere du microbiote digestif; la
transplantation de ce microbiote chez des souris sauvages induit une colite, ce qui a donné naissance
a la notion de « microbiote colitogéne » (Couturier-Maillard et al. 2013). Cependant, des facteurs non
génétiques comme |'usage d’antibiotiques, d'immunomodulateurs ainsi que le site des biopsies
intestinales, semblent exercer un effet plus important sur la composition du microbiote, soulignant la
nécessité de controler ces variables (Knights et al. 2014).

La perte de la régulation de I'immunité innée intestinale conduisant a une réponse immunitaire
aberrante est impliquée dans la physiopathologie des MICI. Le réle précis des PRRs dans I'inflammation
digestive n’est pas bien compris, mais en considérant leur réle de senseurs bactériens et leur
association génétique avec les MICI, ils contribuent probablement a la réponse immunitaire dysrégulée
au microbiote intestinal (Corridoni et al. 2018).

Malgré le fait que certains modéles animaux suggérent la possibilité d’une dysbiose précédant
I'inflammation chronique, en faveur donc d’un réle causal (Keubler et al. 2015), la preuve de ce concept
reste a étre apportée chez I’humain.

Une question primordiale est de savoir si les modifications du microbiote intestinal dans les MICI est
un phénomene primaire ou secondaire. Le terrain génétique, mais aussi d’innombrables facteurs
extérieurs ainsi que l'inflammation elle-méme peuvent modifier la composition du microbiote ; de
plus, les études longitudinales de populations permettant d’identifier des stades pré-cliniques de MICI
et de les associer a une composition particuliére de microbiote manquent. Une autre question encore
plus fondamentale est de savoir si les modifications de composition sont suffisantes pour induire une
MICI, ou si ces modifications ne deviennent déléteres qu’en cas de terrain génétique et
environnemental particulier.

2.6.3 Microbiote et SpA

Dans la physiopathologie de la SpA, I'implication du microbiote intestinal, qui joue un réle majeur dans
|'éducation du systeme immunitaire, est fortement suggérée par plusieurs études chez les animaux.
Des rats transgéniques pour HLA-B27 développent un large spectre de symptoémes auto-immuns
comme une arthrite périphérique et axiale, et une colite. Lorsque ces mémes rats sont élevés dans un
environnement stérile (animaux axéniques), ils ne développent ni arthrite ni colite (Taurog et al. 1994).
Fait intéressant, un phénotype inflammatoire est restauré par la réintroduction des bactéries
commensales dans |'alimentation de ces animaux axéniques, en particulier avec un cocktail contenant
des Bacteroides et Lactobacillus (Rath et al. 1996).

Seules quelques études ont exploré le microbiote intestinal dans la SA. Une prévalence plus grande de
bactéries réduisant les sulfates a été retrouvée dans les selles de patients présentant une SA (Stebbings
et al. 2002). Une étude récente a montré que le microbiote de I'iléon terminal chez les patients atteints
de SA différait significativement de celui des sujets sains, avec une augmentation de cing familles
bactériennes (Lachnospiraceae, Ruminococcaceae, Rikenellaceae, Porphyromonadaceae et
Bacteroidaceae) et une diminution de deux familles (Veillonellaceae et Prevotellaceae) (M.-E. Costello
etal. 2014).

54



Cing études de séquengage ADN de nouvelle génération (NGS) ont comparé le microbiote intestinal
de patients atteints de SpA a celui de témoins sains. Stoll et al. ont examiné le microbiote intestinal de
25 patients pédiatriques atteints d'arthrite enthésitique et de 13 témoins sains (Stoll et al.et al. 2014).
Ils ont montré que ces patients présentaient une réduction significative de Faecalibacterium
prausnitzii, comme observé dans la maladie de Crohn. Costello et al. ont étudié les biopsies iléales
terminales obtenues par coloscopie chez neuf patients atteints de SA et neuf témoins. lls ont observé
une augmentation des Lachnospiraceae, Veillonellaceae, Prophyromonadaceae et Bacteroidaceae et
une diminution des Ruminococcaceae et des Rikenellaceae chez les patients comparativement aux
sujets témoins sains (M.-E. Costello et al. 2014). Toujours dans la SA, Wen et al. ont réalisé une étude
métagénomique quantitative sur 97 patients atteints de SA et 114 témoins en bonne santé. lls ont
constaté chez les patients atteints de SA une augmentation de I'abondance de Prevotella
melaninogenica, Prevotella copri et Prevotella sp. C561 et du genre Bifidobacterium, et une diminution
de Bacteroides spp. (C. Wen et al. 2017).

Concernant la SpA, Tito et al. ont étudié la composition bactérienne a partir de biopsies iléales et
coliques de 27 patients atteints (Tito et al. 2016). lls ont mis en évidence différents profils microbiens
associés a l'inflammation tissulaire et observé une corrélation positive entre I'abondance de Dialister
sp. et le score d'activité de la spondylarthrite ankylosante (ASDAS). Plus récemment, Breban et al. ont
comparé la composition du microbiote de 87 patients atteints de SpA a celle de 69 contréles. La
diversité microbienne était plus faible chez les patients atteints de SpA, avec une augmentation
marquée de Ruminococcus gnavus (Breban et al. 2017).

Contrairement aux MICI, ces études limitées ne dégagent pas de consensus quant a une signature
microbiotale associée aux SpA. Le role du HLA-B27 est probablement confondant car il influe sur la
composition du microbiote intestinal (Brewerton et al. 1973; Asquith et al. 2016), et ce role devra étre
précisé dans le futur. On pourrait imaginer que le HLA-B27 formate un microbiote digestif favorable a
I’émergence d’une SpA, la pathologie résultant d’une modification secondaire de ce microbiote par
I'introduction d’un pathogene, par exemple, comme observé au cours des arthrites réactionnelles.

2.7 Difficultés de I’étude du microbiote

L’étude taxonomique donne finalement peu de résultats concordants, mais ces résultats pourraient
permettre I’élaboration de traitements innovants ; I'analyse fonctionnelle permettra sans doute une
meilleure compréhension des mécanismes impliqués (Heintz-Buschart and Wilmes 2017).

Bien que de nombreuses perspectives aient été ouvertes par le corpus d’études sur le sujet, I'étude du
microbiote intestinal en santé humaine est confrontée a plusieurs défis.

Ceux-ci incluent une variabilité intra-individuelle majeure en fonction du style de vie, des problémes
de reproductibilité, de la faiblesse statistique de certaines études. De plus, certaines études incluent
des cas et des témoins hétérogénes en termes de phénotype, d’étiologie et d’écologie microbienne.
Ces problemes sont aggravés par un manque de stratification sur les traitements, ce qui crée des
facteurs de confusion, et sur un manque d’études longitudinales et interventionnelles robustes
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statistiquement impliquant des participants présentant des pathologies ou des états pré-cliniques
rigoureusement définis dans le but de mettre en évidence des liens de causalité.

Par ailleurs, la plupart des études sont basées sur I’'analyse d’échantillons de selles, qui ne sont pas
représentatives de la diversité de compositions rencontrées dans I'ensemble du tube digestif (Hong et
al. 2011).

De plus, les banques de données génétiques étant incompleétes, la majorité des geénes identifiés ne
peuvent étre assignés fonctionnellement. Ce probléme est exacerbé par notre manque de
connaissance de la dynamique transcriptionnelle du microbiote et des effets biologiques de ses
innombrables compositions.

Enfin, la plupart des études s’intéressent principalement aux bactéries plutot qu’aux relations croisées
entre les différents membres du microbiote.

Il existe peu de démonstrations de la causalité entre des anomalies de composition du microbiote
intestinal et une pathologie. Ces rares études combinent I'observation d’une association clinique entre
un microbiote particulier et un état pathologique et des études mécanistiques ou interventionnelles.
Un lien de causalité est ainsi fortement suggéré dans I'obésité humaine (Ridaura et al. 2013), le
syndrome de kwashiorkor (S. Subramanian et al. 2014), I'asthme pédiatrique (Fujimura et al. 2016), la
perte de poids apres chirurgie bariatrique (Tremaroli et al. 2015) et la résistance a I'insuline pendant
le troisieme trimestre de grossesse (Koren et al. 2012). La transplantation fécale a partir de donneurs
sains a des patients obeses est de plus associée a une amélioration de la sensibilité a I'insuline chez les
receveurs (Vrieze et al. 2012).

Une hypothése consensuelle physiopathologique (Lynch and Pedersen 2016) pourrait étre la suivante :
1) des facteurs endogénes ou exogénes, ou une combinaison de facteurs, pourraient déclencher une
inflammation muqueuse ou une augmentation de la perméabilité intestinale (« leaky gut ») soit
directement soit via une pression sélective exercée sur le microbiote digestif, 2) chez des individus
génétiquement prédisposés, ces anomalies infra-cliniques pourraient favoriser une modification de la
composition ou des propriétés du microbiote intestinal, 3) ces modifications pourraient elles-mémes
entrainer des conséquences pathologiques.

Si cette hypothése est vérifiée, une fois que le microbiote associé a la maladie est établi, il peut étre
transféré a un receveur génétiquement susceptible (par exemple un modéle murin), causant ainsi la
maladie, ce qui reproduirait un des classiques critéres de Koch pour démontrer la causalité d’un agent
infectieux dans le déclenchement d’une maladie.
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3 Traitements

3.1 MICI

La compréhension de la physiopathologie des MICI étant actuellement trés incompléte, les traitements
disponibles sont loin d’étre optimaux (de Souza and Fiocchi 2016). Cependant, la découverte des
médiateurs cellulaires et moléculaires de I'inflammation a permis le développement de nouveaux
traitements a I'efficacité remarquable.

Le traitement médical des MICI, non curatif, est actuellement articulé autour de deux axes (Van Assche
et al. 2010):

e un traitement des poussées qui suit en général une stratégie de riposte graduée (« step-
up ») en fonction de la sévérité des signes cliniques, biologiques et des lésions
endoscopiques

e untraitement d’entretien destiné a maintenir une rémission si possible profonde, durable
et sans corticoides. L'obtention d’une rémission non seulement des signes cliniques mais
aussi des signes biologiques inflammatoires et des lésions endoscopiques est de meilleur
pronostic (et donc un objectif du traitement).

Les traitements actuellement disponibles sont les dérivés aminosalycilés, les corticoides (topiques et
généraux), les immunosuppresseurs (analogues des purines, méthotrexate, ciclosporine) et les
biothérapies, représentées par les anti-TNFa et le védolizumab (anticorps monoclonal anti-intégrine
a-4-béta-7). Des traitements nutritionnels comme la nutrition entérale exclusive sont utilisés en
pédiatrie et les antibiotiques sont indiqués dans des situations cliniques particuliéres.

Les interventions chirurgicales sont indiquées en cas de complication mécanique de la maladie
(perforation, sténose ou fistule symptomatique).

Actuellement les traitements actifs dans la MC agissent tous sur la cascade inflammatoire a différents
niveaux. L'approche la plus efficace pour maintenir la rémission serait de prévenir les épisodes de
poussée en modifiant et en traitant des déclencheurs potentiels.

3.2 SpA

Le traitement des SpA a été longtemps limité aux AINS et a la kinésithérapie, avec une utilisation
limitée des corticoides en raison des fortes doses souvent nécessaires pour controler les douleurs
axiales, et des molécules conventionnelles modifiant la maladie (cDMARDs, conventional disease-
modifying antirheumatic drugs) comme la sulfasalazine, le méthotrexate, en raison de leur inefficacité
sur les manifestations axiales de la maladie.

Les anti-TNFa, déja utilisés dans la polyarthrite rhumatoide, ont démontré leur efficacité dans les SpA
et ont révolutionné leur prise en charge. D’autres biothérapies modifiant la maladie (bDMARDs,
biological disease-modifying antirheumatic drugs) efficaces dans la polyarthrite rhumatoide, comme
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les anti-IL-6 et les agents modulateurs des cellules T, ne sont cependant pas efficaces dans les SpA. La
découverte de l'importance de l'axe IL17/23 dans ces maladies a permis le développement
d’antagonistes spécifiques de I'lL17 avec une trés bonne efficacité clinique. Le seul anti-IL12/23
disponible, I'ustékinumab, est efficace dans I'arthrite psoriasique et indiqué seulement dans cette
situation.

Les bDMARDs sont indiqués d’emblée en cas de SpA sévere, ou apres échec des autres lignes
thérapeutiques, méme si leur recours devient de plus en plus fréquent en deuxieme ligne en cas
d’échec des AINS. Actuellement, le choix entre les anti-TNFa et les anti-IL17 n’est pas guidé par des
facteurs prédictifs de réponse ou de non réponse a ces molécules; il est en pratique laissé a
I"appréciation du clinicien (Vollenhoven n.d.).

3.3 Anti-TNFa

Les biothérapies ont révolutionné la prise en charge des MICI dans les années 2000, changeant
drastiqguement I’évolution de ces pathologies tout en présentant un excellent profil de sécurité (Sedger
and McDermott 2014). La premiere biothérapie autorisée a été I'anti-TNFa infliximab. Il existe de plus
en plus d’arguments en faveur d’un traitement précoce plus agressif des MICI (« top-down) dans le but
de limiter les complications. En effet, les anti-TNFa permettent de modifier I’histoire naturelle de la
maladie, ce que ne permettent pas les traitements conventionnels. Par exemple, les anti-TNFa
induisent une cicatrisation muqueuse, qui est assocée a une rémission prolongée. Cependant, il
n’existe pas a I'heure actuelle de recommandations préconisant I'approche top-down en raison du
manque de données portant sur des cohortes de grande envergure (Nuij et al. 2015). De plus il a été
montré qu’apres une résection iléo-colique, si I'infliximab diminue la récidive endoscopique, il ne
diminue pas la récidive clinique (Regueiro et al. 2016).

Les différentes molécules anti-TNFa approuvées dans les MICI en France sont l'infliximab,
I’adalimumab et le golimumab. L’inflixamab, I'etanercept, I'adalimumab et le golimumab sont utilisés
dans les SpA.

3.3.1.1 TNFa

3.3.1.1.1 Action sur les cellules immunitaires classiques

Le mécanisme d’action des anti-TNFa demeure imparfaitement compris. L’hypothése la plus
consensuelle est que, par leur action sur les cellules immunitaires de I'hote, ils freinent la cascade
inflammatoire menant aux symptomes cliniques (Byng-Maddick and Ehrenstein 2015).

Le TNFa a été isolé en 1975 par Carswel et al., qui avaient observé une nécrose tumorale en réponse
a un facteur soluble libéré par les cellules de I’héte (Carswell et al. 1975). Le TNFa est impliqué dans
les phases aigués et chroniques de I'inflammation. Le TNFa est initialement synthétisé sous la forme
d’une protéine transmembranaire de 26kDa. Son clivage par la metalloprotéinase TNFa converting

58



enzyme crée la forme soluble de 17kDa. Le TNFa est produit par plusieurs types cellulaires, mais
principalement par les monocytes, les macrophages et les lymphocytes T (Slevin and Egan 2015).

Le TNFa existe donc sous deux formes : une forme soluble et une forme membranaire. Ces deux formes
sont actives mais présentent des affinités différentes pour les récepteurs membranaires au TNF (TNFR-
1 et TNFR-2). Il existe également des récepteurs solubles, ou circulants, qui ont un réle de leurre
(decoy), entrant en compétition avec les récepteurs membranaires et réduisant ainsi l'activité
biologique du TNFa.

Bien qu’agissant comme un ligand, le TNFa membranaire pourrait également exercer des fonctions de
récepteur, par un mécanisme de type « reverse-signaling », encore peu étudié. Il faut noter que les
anti-TNFa se lient au TNFa membranaire, ce qui pourrait, par ce mécanisme de « reverse-signaling »,
étendre les actions des anti-TNFa au-dela de la simple neutralisation du TNFa soluble (Slevin and Egan
2015).

La forme soluble et la forme membranaire s’agrégent en homotrimeres et exercent leurs fonctions a
travers les deux types de récepteurs, qui sont exprimés de facon différentielle dans plusieurs types
cellulaires dans les tissus sains et pathologiques. Une fois activés, ils produisent des effets distincts
grace a des voies de transduction indépendantes.

TNFR1 est exprimé de facon ubiquitaire sur les cellules lymphoides et sur de nombreuses autres
cellules non immunitaires. L’activation du TNFR1 entraine I’activation d’un signal de transduction
intracellulaire qui exerce des effets critiques sur la physiologie et la survie cellulaires. L’activation du
facteur nucléaire NFkB, proinflammatoire et antiapoptotique, est nécessaire aux effets biologiques du
TNFa. Les hétérodimeéres de NFkB sont libérés apres stimulation du TNFR1, migrent vers le noyau
cellulaire et stimulent I'expression de genes, dont beaucoup favorisent I'immunité innée tel que ceux
codants pour I'lL-8, I'lIL-1, I'lL-6, COX2 et le TNFa. D’autres, tels que Bcl-XL et c-IAP2, favorisent la survie
cellulaire en inhibant I'apoptose. Le TNFa peut cependant induire I'apoptose via I’activation du TNFR1
conduisant a l'activation de la caspase-8, mais lorsque le NFkB est activé, les effets anti-apoptotiques
deviennent majoritaires (Lawrence 2009).

On retrouve le TNFR2 principalement a la surface des cellules immunitaires, nerveuses et
endothéliales. Contrairement au TNFR1, le TNFR2 ne peut étre activé que par le TNFa membranaire. Il
module la production de cytokines inflammatoires comme I'IL-1 et I'IL-6, et stimule la migration des
leucocytes par augmentation de I'expression des molécules d’adhésion sur les cellules endothéliales.

La fixation du TNFa sur ses récepteurs membranaires peut aboutir a au moins trois évenements :
activation de la voie NF-kB (inhibition de I'apoptose) (Challa and Chan 2010) ; induction de I'apoptose
; induction d'une nécrose programmeée. Les effets de cette cytokine peuvent donc étre a la fois pro-
inflammatoires et immuno-régulateurs.

3.3.1.1.2 Action sur les cellules épithéliales

En plus de ses effets sur les cellules immunitaires, le TNFa exerce également des effets sur les cellules
de I'épithélium intestinal. En effet, I'activation du TNFR1 augmente la sécrétion de mucus par les
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cellules caliciformes, et I'activation du TNFR2 majore I'expression et la synthése de la mucine (Xue et
al. 2014). Etant donné le réle majeur du mucus dans la protection contre les microorganismes
luminaux, ce mécanisme pourrait jouer un rble important dans le maintien de I’homéostasie
hote/microbiote.

3.3.1.2 Anti-TNF «

3.3.1.2.1 structure

Les structures des différentes molécules anti-TNFa utilisées dans les MICI et dans les SpA sont décrites
dans la figure 9.

Adalimumab

Golimumab
\\ // Bras FAB \\ // Bras FAB

murin humain
Région Région
Fc Fc

egol
Domaine peg

extra-

cellulaire du Ran
TNFR2 / eglon
Région EAB
Fc @ murine

Etanercept Certolizumab

Figure 9 : Structure des molécules anti-TNFa utilisées dans le traitement des MICI et des SpA.
L'infliximab est un anticorps monoclonal chimérique humain-souris d’isotype IgG1. L’adalimumab et
le golimumab sont des anticorps monoclonaux compléetement humanisés IgG1. L'étanercept est une
protéine de fusion du domaine extracellulaire du TNFR2 et de la région Fc de I'lgG1. Le certolizumab

pegol est un fragment Fab d’anticorps monoclonal humanisé pégylé (Horiuchi et al. 2010).

Seul I’étanercept n’est pas un anticorps monoclonal mais une protéine de fusion. L’infliximab,
I’adalimumab et le golimumab sont des anticorps monoclonaux entiers alors que le certolizumab pegol
est un fragment d’anticorps monoclonal associé au polyéthylene glycol.
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Toutes ces molécules se lient au TNFa soluble et membranaire. Seuls 'infliximab, I’adalimumab et le
golimumab possédent un fragment Fc.

3.3.1.2.2 Mécanisme d’action

Les anti-TNFa sont des inhibiteurs puissants du TNFa, mais leur action dépasse la simple neutralisation
de cette cytokine. Les effets cliniques des biothérapies anti-TNFa semblent en effet plut6t liées a
I’action sur le TNFa membranaire (tmTNFa), décrits dans (Horiuchi et al. 2010), et impliquent des
interactions complexes avec d’autres molécules et cellules.

Les différences d’efficacité des différentes molécules s’expliquent en partie par leurs différences en
termes de liaison au tmTNFa.

3.3.1.2.2.1 Effets cellulaires et moléculaires des anti-TNF o via la TNF o transmembranaire

Il existe de plus de nombreux arguments in vitro et in vivo qui montrent que la liaison au TNFa
membranaire des monocytes, macrophages et lymphocytes entraine la production de cytokines et
également leur destruction par apoptose ou nécrose.

Il existe au moins trois mécanismes induits par la liaison des anticorps anti-TNFa au TNFa
membranaire.

3.3.1.2.2.1.1 Cytotoxicité dépendant des anticorps (ADCC)

La liaison du fragment Fc de l'infliximab, adalimumab et golimumab aux récepteurs Fc a la surface des
leucocytes et des cellules endothéliales entraine la dégranulation, le relargage de cytokines, la
phagocytose et I’ADCC. Le certolizumab pegol ne comportant pas de fragment Fc ne produit pas
d’ADCC (Slevin and Egan 2015).

3.3.1.2.2.1.2 Cytotoxicité dépendant du complément (CDC)

La CDC peut se produire par la voie classique via la liaison du C1g au domaine CH2 de la région Fc des
anticorps. Cela initie la cascade du complément et entraine la formation de complexes d’attaque
membranaire, de pores et finalement la lyse cellulaire. Le certolizumab pegol n’induit donc pas non
plus de CDC.
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3.3.1.2.2.1.3 Reverse signaling

Le reverse signaling est I’'ensemble des effets intracellulaires induits par la fixation d’anticorps anti-
TNFa au TNFa membranaire. Cette fixation entraine la phosphorylation de résidus sérine sur la queue
cytoplasmique du TNFa membranaire. Les effets du reverse signaling sont I'inhibition de la production
de cytokines inflammatoires (Nesbitt et al. 2007) et I'induction de I'apoptose. Il a ainsi été montré que
I'infliximab induisait I'apoptose des monocytes et des lymphocytes T de la lamina propria de patients
atteints de MC en se liant au TNFa membranaire ; cet effet n’était pas retrouvé avec I'étanercept (Van
den Brande et al. 2003; ten Hove et al. 2002). 'adalimumab exerce également une action pro-
apoptotique sur les monocytes, contrairement a I'étanercept (Shen et al. 2005). Ces résultats ont
cependant été remis en question, suggérant une action in vivo difficile a extrapoler a partir des
résultats obtenus in vitro (Slevin and Egan 2015).

3.3.1.2.3 Observations chez les patients atteints de MICI

Quelques études ont évalué les différences de réponse cellulaire et moléculaire aux anti-TNFa entre
les répondeurs et les non-répondeurs. A I’échelle moléculaire, il est clair que les anti-TNFa inhibent la
synthése de meédiateurs pro-inflammatoires et stimulent la production de médiateurs anti-
inflammatoires ou immunorégulateurs (Slevin and Egan 2015). Cela illustre les conséquences d’aval
importantes malgré la haute spécificité des anti-TNFa.

3.3.1.2.4 Probleme de non-réponse

Il existe cependant des patients qui ne répondent pas cliniqguement a ces molécules, sans qu’aucune
prédiction de la réponse ou de la non-réponse ne soit possible avant le début du traitement.

Ainsi, dans les MICI, une résistance primaire a un traitement anti-TNFa est observée chez 10 a 40 %
des malades, et pres de 40 % des patients ayant obtenu une réponse initiale perdent la réponse au
cours de la premiére année de traitement (Allez et al. 2010). Des facteurs cliniques comme I'absence
d’inflammation active ou la présence de complications comme des sténoses ou des fistules explique
certains cas de non-réponse primaire, mais la majorité reste imprévisible. Dans les SpA, la non-réponse
aux anti-TNFa est moins bien documentée ; la réponse n’était que de 31% (critére ASAS 40) dans une
cohorte nationale (Molté et al. 2014), et de 50% au maximum a partir de la banque de données
Cochrane dans les SA (Maxwell et al. 2015).

Méme si des facteurs liés a la pharmacocinétique expliquent certains des cas de réponse partielle ou
incomplete, il existe des résistances au mécanisme d’action lui-méme, imposant une meilleure
connaissance des effets biologiques de ces molécules (Slevin and Egan 2015).
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3.3.1.3 TNF o et microbiote

Des souris double knock-out pour le TNFa présentent une réduction de la diversité a et béta de leur
microbiote intestinal, et une inflammation réduite en réponse a une colite induite par le TNBS, si on
les compare aux souris sauvages (Jones-Hall, Kozik, and Nakatsu 2015).

Les anti-TNFa pourraient modifier la composition du microbiote intestinal par des effets directs ou
indirects. Ces traitements permettant une cicatrisation muqueuse et diminuant fortement
I'inflammation muqueuse, les fonctions de controle et de tolérance de la muqueuse digestive envers
le microbiote pourraient de ce fait étre restaurées, changeant ainsi indirectement la composition du
microbiote intestinal (Baert et al. 1999).

Plus précisément, I'étanercept exergant une action spécifique sur I'hote avec une action non
seulement sur le TNFa mais également sur le TNF-béta, il pourrait diminuer la sécrétion de IgA au
niveau de la lamina propria et ainsi moduler la composition du microbiote intestinal d’'une maniere
différente des autres molécules anti-TNFa (Kruglov et al. 2013).

Une action directe sur les bactéries du microbiote intestinal est également probable et sera traitée
dans le prochain chapitre.

Une étude dans la MC a montré des changements de composition du microbiote aprés traitement par
un anti-TNFa (l'adalimumab), avec une augmentation de nceuds taxonomiques (Firmicutes,
Bacteroides et Actinobacteria) et une diminution des E. coli aprés traitement (Busquets et al. 2015).
Dans la RCH, la réponse clinique a trois mois était corrélée dans une étude récente a une concentration
supérieure en Faecalibacterium prausnitzii avant I'instauration du traitement. De plus, dans cette
méme étude, I'abondance en F. prausnitzii augmentait pendant le traitement chez les répondeurs
(Magnusson et al. 2016). Dans une étude pédiatrique, le traitement de MICI par anti-TNFa augmentait
a 6 semaines la diversité chez les répondeurs ; de plus, les patients répondeurs présentaient avant
I'instauration du traitement une plus grande abondance en bactéries des genres Bifidobacterium,
Clostridium colinum, Eubacterium rectale, Clostridiales incultivables et Vibrio, ainsi qu’une plus faible
abondance en Streptococcus mitis (Kolho et al. 2015).

3.3.1.4 Autres molécules

Le probléeme de réponse partielle aux anti-TNFa a conduit au développement de molécules ciblant
d’autres voies inflammatoires, incluant celles des systémes immunitaires innés et adaptatifs (Holleran
etal. 2017).

En 2014 une nouvelle biothérapie agissant sur une voie trés différente de celle du blocage du TNFa a
obtenu I'autorisation de mise sur le marché pour la MC et la RCH en échec de deux lignes d’anti-TNFa.
Cette molécule, le védolizumab, est un anticorps monoclonal anti-intégrine a-4-béta-7 qui empéche
spécifiqguement les lymphocytes de gagner le systeme digestif. D’autres anti-intégrines sont en
développement. Par ailleurs, depuis fin 2016, une nouvelle classe de biothérapie, I'ustekinumab (anti-
IL-12/1L-23), déja utilisée dans le psoriasis et le rhumatisme psoriasique, fait I'objet d’une
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recommandation temporaire d’utilisation dans la maladie de Crohn en échec des anti-TNFa. Il s’agit
d’un anticorps monoclonal visant a inhiber la sous-unité p40 commune aux interleukines 12 et 23. Il
semble aussi que le blocage sélectif de I'lL-23 (risankizumab) soit efficace dans la maladie de Crohn.
De petites molécules (orales) sont également en cours de développement avec des résultats trés
prometteurs. Les trois principales familles probablement prochainement disponibles sont
représentées par les inhibiteurs de Janus kinase (les anti-JAK de type tofacitinib et filgotinib), les
modulateurs des récepteurs des sphingosines-1-phosphates (S1P) (ozanimod) ainsi que le mongersen,
un anti-SMAD7 augmentant la production de TGF-béta (Serrero, Grimaud, and Peyrin-Biroulet 2017).

Concernant les SpA, le secukinumab (anti-IL-17) et I'apremilast (anti-PDE4) sont les médicaments dont
le développement est le plus avancé, suivis de molécules ciblant la voie des JAK kinases (tofacitinib,
baricitinib...) (‘Spondyloarthrites’ n.d.).
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4 Dialogue hote/microbiote

Dans I’écosysteme complexe de I'holobionte, la communication est un facteur régulateur clé. Le
dialogue héte/microorganismes est indispensable a la cohabitation et a la survie des deux espéces,
gue ce soit en ce qui concerne la tolérance vis-a-vis de la flore commensale, de la réponse de I’h6te au
pathogeéne ou du pathogéne a I’héte pour moduler ses facteurs de virulence. Ce dialogue est donc
nécessaire a I’équilibre mutualiste ou, au contraire, a la rupture de I’équilibre qui va profiter seulement
al’'un des deux interlocuteurs.

Les bactéries communiquent entre elles via des molécules de quorum sensing. Méme en situation
d’homéostasie entre microorganismes et cellules eucaryotes, I’"h6te produit de multiples molécules
messageres. De plus, les deux acteurs produisent une myriade de molécules nécessaires a leur
fonctionnement. En conséquence les deux types cellulaires sont exposés en permanence a des signaux
multiples provenant des différents regnes. Ces signaux peuvent étre percgus, intégrés, et
éventuellement déclencher une réaction.

Les interactions héte/microorganismes ont été particulierement étudiées dans le contexte infectieux.
L'étude des mécanismes par lesquels le stress eucaryote influence la pathogenese des maladies
infectieuses a conduit a I'émergence d’'un nouveau domaine d’étude transdisciplinaire hommé
« endocrinologie microbienne » (Mark Lyte 2004; Neuman et al. 2015).

4.1 Réaction de I'hote aux microorganismes

La plupart des études se sont concentrées sur le point de vue de I'hote, et il est admis depuis de
nombreuses années que l'organisme humain est capable de réagir spécifiquement a des signaux
d’origine bactérienne.

La défense de I’'h6te envers les bactéries dépend d’une reconnaissance immune innée ou acquise,
grace aux récepteurs de reconnaissance des motifs moléculaires (pattern recognition receptors ou
PRRs), ciblant soit les composés de surface (LPS, peptidoglycane, flagelline, porines, etc.) ou internes
(ADN, enzymes, toxines, etc.). Dans la plupart des types cellulaires, I'identification des molécules
bactériennes est permise par les récepteurs de type Toll (Toll-like receptors ou TLRs) et les protéines
cytoplasmiques de type NOD (nucleotide oligomerization domain). Le sous-type TLR4 qui se lie au LPS,
I’endotoxine des bactéries Gram négatives, est le principal récepteur impliqué dans la détection de ces
microorganismes. La stimulation du TLR4 initie la production de cytokines pro-inflammatoires et de
chemokines qui recrutent et activent les leucocytes, qui a leur tour activent toute la cascade
inflammatoire. Il a, par exemple, été montré que le LPS bactérien était capable de déclencher le
relargage de cathécholamines par les phagocytes (Flierl et al. 2009, 2007). Le LPS n’est cependant pas
une structure invariante. Une seule espéce bactérienne exprime de multiples formes de LPS qu’elle
peut rapidement modifier en réponse a une pression environnementale. Par exemple, Salmonella
déacétyle et palmitoylate le lipide A du LPS en réponse au micro-environnement de I’h6te (phagosome,
milieu limité en magnésium, peptides antimicrobiens), ce qui permet a la bactérie d’échapper a la
détection TLR-4 dépendante (Kawasaki, Ernst, and Miller 2004).

65



Les molécules de quorum sensing possédent un effet immunomodulateur qui peut faciliter I'invasion
par les pathogenes (Skindersoe et al. 2009). Les molécules auto-inductrices du QS semblent exercer
des activités immuno-modulatrices sur I’'h6te et moduler le relargage d’hormones neuro-endocrines
(cross-talk) (Gupta, Gupta, and Harjai 2013; Sperandio et al. 2003; Glucksam-Galnoy et al. 2013).

Les bactéries peuvent également synthétiser des protéines exercant des effets analogues aux
cytokines humaines. Par exemple, certaines bactéries Gram négatives produisent une protéine qui
présente une activité analogue a celle de I'lL-1 (Johns et al. 1988).

Les pathogeénes peuvent moduler la réponse inflammatoire a leur infection pour améliorer leurs
capacités de colonisation. E. coli 0157:H7 et E. coli entérohémorragique diminuent I'activation de la
voie de signalisation NF-kB basale et induite par le TNFa (Xue et al. 2014).

Salmonella Typhimurium inhibe I'anorexie induite par l'infection, en diminuant l'activation de
I'inflammasome via son effecteur SIrP, ce qui prévient I'anorexie causée par le signal envoyé par les
fibres afférentes du nerf vague vers I’hypothalamus en réponse a la stimulation par I'lL-1 béta (Rao et
al. 2017). Cette manipulation du systéme inflammatoire bénéficie a la fois a I'h6te, en augmentant sa
survie, et au pathogene, en améliorant sa transmission.

4.2 Réaction des microorganismes aux signaux de I'hote

De la méme fagon que les cellules eucaryotes sont capables de reconnaitre les microorganismes
pathogéenes et d’activer en réponse leur systeme immunitaire, les bactéries elles-mémes possedent
des récepteurs qui leur permettent de reconnaitre I’activation immunitaire et d’y répondre.

Les bactéries évaluent en permanence le rapport bénéfices/colts de I’expression de facteurs de
virulence. Dans un environnement rempli de nombreux signaux chimiques dérivés de I'hGte, les
bactéries ont développé un systeme décisionnel coopératif afin d’éviter les défenses de I'hOte et de
prolonger leur survie. Les pathogénes ont ainsi développé des outils de communication qui impliquent
la production et la reconnaissance de concentrations critiques en molécules auto-inductrices dans un
processus appelé le quorum sensing (QS) (Hartmann and Schikora 2012). A partir d’'une certaine
concentration de ces auto-inducteurs, les bactéries coordonnent leur expression génique pour aboutir
a une réponse multi-cellulaire. Depuis la découverte du QS, on sait que la virulence est fortement
régulée par la phase de croissance ; I'expression des facteurs de virulence est minimale en phase
initiale, et son pic est déclenché a partir d’un certain seuil de croissance. Il est maintenant par ailleurs
bien montré que la modulation de la virulence dépend en partie du relargage dans le micro-
environnement de messagers eucaryotes.

Le principal mécanisme par lequel les bactéries détectent les variations environnementales et y
répondent est le systéme de transduction a deux composantes (détection/transduction), mais d’autres
mécanismes sont exprimés par les bactéries. En effet, des études bioinformatiques ont identifié dans
le génome des procaryotes des séquences montrant une homologie avec toutes les grandes familles
de récepteurs eucaryotes (récepteur a activité tyrosine kinase, récepteur couplé aux protéines G,
récepteur ionotrope, etc.), suggérant que les bactéries peuvent exprimer des récepteurs sensibles a
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une multitude de signaux eucaryotes incluant les cytokines, les neurotransmetteurs et les hormones
(Lesouhaitier et al. 2009).

4.2.1 Interaction bactéries/molécules autres que cytokines

Les hormones sont des composés régulateurs de natures variées, produits par tous les organismes
multicellulaires dans les structures glandulaires. Les hormones peuvent étre de nature protéique, de
la famille des stéroides, des dérivés des acides aminés ou des acides gras. Elles peuvent moduler
I’'hnoméostasie, la reproduction, le développement et/ou le comportement.

Avant 1992, les effets déléteres de I'administration d’adrénaline dans les cas de sepsis étaient attribués
aux effets immunomodulateurs de cette neuro-hormone. Lyte et Ernst ont pour la premiere fois
montré a cette date un effet direct des catécholamines sur la croissance de bactéries Gram négatif (M.
Lyte and Ernst 1992).

Chez les E.coli entéro-hémorragiques, les effets des molécules auto-inductrices de classe AlI3 du QS
peuvent étre mimés par les cathécholamines eucaryotes (Sperandio et al. 2003), avec un effet
inhibiteur des antagonistes spécifiques des catécholamines. Cela suppose la présence de récepteurs
adrénergiques bactériens (BARs) (Karavolos et al. 2013). D’autres mécanismes semblent indépendants
des BARs, car non sensibles aux antagonistes spécifiques, suggérant la présence d’un sensing indirect.

Les hormones de stress neuro-endocrines peuvent moduler la croissance de staphylocoques (Neal et
al. 2001) et I'expression de facteurs de virulence de plusieurs bactéries pathogenes (Karavolos and
Khan 2014). Le neurotransmetteur GABA module également la transcription de facteurs de virulence
de plusieurs bactéries (Lesouhaitier et al. 2009).

Certaines bactéries reconnaissent également des hormones autres que les hormones neuroendocrines
comme l'insuline, la somatostatine ou les peptides natriurétiques (Lesouhaitier et al. 2009).

Les bactéries sont également capables de réagir a d’autres molécules que les hormones. La
dynorphine, appartenant a la famille des opioides, majore la virulence de P. aeruginosa, via des
mécanismes dépendant du quorum sensing (Zaborina et al. 2007). Par ailleurs, plusieurs bactéries
posseédent des récepteurs pour les protéines plasmatiques et pour différentes protéines de la matrice
extracellulaire. La liaison bactérienne au collagene, a la fibronectine et a la laminine a été proposée
comme un mécanisme important dans I'adhérence bactérienne aux tissus cibles. Cette adhérence est
souvent, voire systématiquement, associée a des changements métaboliques du microorganisme (Liu
et al. 2018).

4.2.2 Interaction cytokines eucaryotes/bactéries

Les cytokines different des hormones par leur mode de synthese, leurs types et leurs fonctions. Ce
sont une vaste catégorie de petites protéines d’environ 5-20kDa, qui sont synthétisées et sécrétées
par les cellules immunitaires classiques et certaines autres cellules comme les cellules endothéliales,
les fibroblastes, les cellules stromales etc. Elles médient une multitude de réponses physiologiques aux
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infections et, en particulier, I'inflammation. Leur action est relayée par une cascade d’événements
biologiques qui conduisent a la propagation de la réponse inflammatoire et de la défense de I'hote
contre les pathogenes. Le role naturel de ces molécules, quand elles sont présentes a des
concentrations adaptées, est bénéfique pour I’'h6te dans la mesure ol elles permettent un
recrutement et une activation des cellules immunitaires, et ainsi d’éradiquer les germes a |'origine du
processus infectieux. En plus de ce role bien connu des cytokines, une autre action paralléle pendant
le processus infectieux a été suspectée dans les années 1990. En effet, il a été montré qu’un stress
d’origine non infectieuse pouvait favoriser une translocation massive de bactéries intestinales et/ou
de toxines dans le compartiment systémique (Caso, Leza, and Menchén 2008). Pseudomonas
aeruginosa est un des meilleurs exemples d’organismes conservant des génomes étendus qui
contiennent un arsenal de mécanismes génétiques lui permettant de s’adapter a des environnements
variés, des agents antimicrobiens et des substrats dont certains tissus eucaryotes qui contiennent une
grande quantité de molécules messagéres (Stover et al. 2000).

Ces observations ont été aI’origine de I'étude des effets directs des cytokines sur les bactéries (Tableau
2).

Ces effets ont été étudiés in vitro. Il a été montré que l'interleukin-1, I'interleukin-2, le granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor, I'interleukin-6, I'interferon-y et le TNFa (G. Luo et al. 1993)
stimulent la croissance bactérienne a partir d’une certaine concentration. Par exemple Pseudomonas
aeruginosa peut lier des éléments du systeme immunitaire de I’"h6te comme l'interferon-y et la
dynorphine (peptide endogene agoniste des récepteurs morphiniques) et ensuite via le circuit du QS
augmenter sa virulence (Lesouhaitier et al. 2009). Seule I'lL-4 était sans effet sur la croissance
bactérienne. Il semble donc que les cytokines ont un effet a double tranchant sur I'inflammation et
I'infection : les cytokines pro-inflammatoires agissent comme des stimulateurs de la croissance
bactérienne lorsqu’elles atteignent une concentration suffisante.

Porat et al. ont montré que I'lL-1beta, mais pas le TNFa ou I'lIL-4, stimule la croissance de souches
virulentes d’E. coli, mais pas de souches non virulentes. Cette stimulation était bloquée par I'lL-1ra (IL-
1 receptor antagonist), ce qui suggere la présence d’un structure analogue a un récepteur a la surface
des souches virulentes (Porat et al. 1991). On note que ces effets étaient observés pendant la phase
de croissance exponentielle, avant d’atteindre la phase stationnaire. La protéine huissier CaflA de
Yersinia pestis posséde une haute affinité pour I'lL-1beta (Zav'yalov et al. 1995), ce qui fait de cette
protéine un bon candidat au réle de récepteur a cette cytokine.

L’'IL-2 and le GM-CSF stimulent la croissance d’une souche virulente d’E. coli (isolée d’une infection
cutanée), mais pas d’une souche non virulente (Denis, Campbell, and Gregg 1991).

Meduri et al. ont montré in vitro que des isolats cliniques de S. aureus, Acinetobacter sp. et P.
aeruginosa utilisaient les cytokines TNFa, IL-1 ou IL-6 comme des facteurs de croissance, avec une
action concentration-dépendante (Meduri et al. 1999). De facon intéressante, ces effets n’étaient
visibles qu’en utilisant des isolats frais, et disparaissaient lors du passage in vitro dans un milieu non
enrichi en cytokines.

Kanangat et al. ont montré que la croissance de Staphylococcus aureus était significativement
augmentée en présence I'IL-1 beta, de maniére concentration-dépendante, et diminuée par la
présence d’IL-1ra, suggérant une action de I'lL-1 beta médiée par un récepteur (Kanangat et al. 2001).
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Le TNFa augmente in vitro la croissance d’Escherichia coli mais pas de Pseudomonas aeruginosa, de
facon concentration-dépendante. Cet effet est atténué par les anticorps anti-TNFa (J.-H. Lee et al.
2003).

Luo et al. ont montré que le TNFa pouvait se lier a plusieurs bactéries Gram négatives et positives via
un récepteur membranaire de nature protéique. Le TNFa était capable chez Shigella flexneri
d’augmenter I'invasion de cellules Hela ainsi que la capture par des macrophages humains et murins,
suggérant une interaction entre le complexe TNFa/bactérie et les récepteurs eucaryotes (G. Luo et al.
1993). Cependant, le récepteur spécifique qui médie la réponse n’a pas encore été identifié. De plus,
les mécanismes de signalisation spécifiques et les facteurs de virulence impliqués dans les effets du
TNFa sur Shigella flexneri demeurent inconnus.

L'interféron-gamma — ce qui n’est le cas ni de I'lL-2 ni de I'lL-1 beta - augmente la croissance d’E. coli
et de Klebsiella pneumoniae (Hogan et al. 1993).

Wu et al. ont montré que I'IFN-y pouvait se lier a une protéine membranaire de P. aeruginosa, OprF,
et induire I'expression d’un déterminant de la virulence dépendant du quorum sensing (Wu et al.
2005). Cet effet n’était pas présent avec le TNFa, I'IL-2, I'IL-4, I'IL-6, I'IL-8, I'IL-10 ou I'IL-12. Aucune de
ces cytokines, y compris I'lFN-y, ne modifiait la croissance bactérienne.

Plus récemment, il a été montré que la capture de cytokines pro-inflammatoires de I’héte, TNFa et IL-
8, entrafnait une modification transcriptionnelle des genes de virulence chez N. meningitidis. Cette
capture est médiée par des pili de type IV (Mahdavi et al. 2013).
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Tableau 2 : Effets connus des cytokines eucaryotes sur des bactéries pathogenes Gram-négatives.

Cytokine Espéce bactérienne Effet observé Récepteur Référence
Escherischia coli Z'croissance protéine CaflA ? Porat 1991
IL-1PB Acinetobacter spp, Staphylococcus
aureus 7croissance ? Meduri 1999
protéine membranaire,
Shigella flexneri Zinvasion non précisée Luo 1993
TNF-o. Staphylococcus aureus Zcroissance ? Meduri 1999
Escherischia coli 7croissance ? Lee 2003
Salmonella Typhimurium Zinvasion ? Ma 2010
Neisseria meningitidis Zvirulence pilus de type IV Mahdavi 2013
IL-2 Escherischia coli Zcroissance ? Denis 1991
GM-CSF Escherischia coli Zcroissance ? Denis 1991
IL-6 Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa 7 croissance ? Meduri 1999
Klebsiella pneumoniae Z'croissance ? Hogan 1993
IEN-y Escherischia coli Z'croissance ? Hogan 1993
protéine membranaire
Pseudomonas aeruginosa 7QS/virulence OprF Wu 2005

QS: quorum sensing, GM-CSF: granulocyte-macrophage colony stimulating factor

Les récepteurs procaryotes ont ainsi un double réle : la perception de signaux dans un milieu
éminemment complexe et la transduction du signal (Lesouhaitier et al. 2009) pour initier des
changements dans la physiologie bactérienne. Comme les molécules messageres sont en général
incapables de traverser passivement la membrane bactérienne, leur reconnaissance implique soit la
présence de récepteurs membranaires, soit la présence de mécanismes actifs de transport intra-
cytoplasmique permettant une reconnaissance interne.

De facon notable, on retrouve du TNFa en abondance dans le sang et les selles de patients atteints de
MC et dans la muqueuse des patients atteints de RCH (Rutgeerts, Van Assche, and Vermeire 2006), ce
qui pourrait modifier per se la composition du microbiote intestinal.

4.2.3 Conséquences en pratique clinique

4.2.3.1 Modéles infectieux

In vivo, les conséquences d’une infection résultent du bilan entre les effets protecteurs du relargage
des cytokines sur les cellules eucaryotes et les effets directs sur les bactéries. Cela est valable dans le
cas d’animaux immuno-compétents, ol la capacité du TNFa a recruter les polynucléaires neutrophiles
phagocytiques I'emporte clairement sur un quelconque effet promoteur de croissance qui pourrait
survenir.
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Cependant, la croissance bactérienne intracellulaire de S. aureus, P. aeruginosa et Acinetobacter sp.
est diminuée dans des cellules humaines monocytaires issues de lignées ou obtenues a partir de
volontaires sains exposées a de faibles concentrations en cytokines pro-inflammatoires (TNFa, IL-1
beta, IL-6 a 10 a 250pg) ou en LPS, alors qu’elle est augmentée lorsque les concentrations en cytokines
ou en LPS sont plus fortes (1 a 10ng pour les cytokines) (Kanangat et al. 1999). Cela souligne que la
balance bénéfice/risque est trés dépendante du contexte, et qu’une suractivation inflammatoire peut
étre délétére pour I’hote.

Netea et al. ont montré une augmentation de la mortalité lors d’une infection a Candida albicans chez
des souris double knock-out pour le TNFa et la lymphotoxine a (Netea et al. 1999). Lee et al. ont étudié
la croissance bactérienne chez des souris vivantes. Les souris déficientes pour le TNFa (TNFa -/-)
montraient une mortalité supérieure a celle de souris wild-type aprés I'inoculation de bactéries par
voie nasale. Une clairance bactérienne diminuée chez les souris TNFa -/- était associée a des
concentrations sériques diminuées en chemokine macrophage inflammatory protein-2, un
recrutement pulmonaire en neutrophiles altéré et une diminution de I'expression des neutrophiles
CD11b et CD16/CD32 (J.-H. Lee et al. 2003). Cela montre que, lorsque les neutrophiles sont disponibles,
le réle du TNFa de coordination de la réponse inflammatoire est plus important que la stimulation de
la croissance bactérienne.

Des souris neutropéniques wild-type présentaient des concentrations en E. coli 100 fois supérieures
dans leurs poumons a celles de souris TNFa -/- non neutropéniques, mais la survie était similaire dans
les deux groupes. L'effet de modulation de la croissance observé in vitro ne se retrouvait donc in vivo
gue chez des animaux neutropéniques. Bien que le TNFa ait des effets indépendants le I’activation
leucocytaire comme |'angiogenése et la cachexie, ces résultats soulignent le réle critique des
neutrophiles pour une clairance bactérienne, et posent la question de I’extrapolation de ces résultats
chez des patients immunodéprimés.

Un traitement par anti-TNFa augmente la mortalité dans un modele murin d’infection pulmonaire
pneumococcique (van der Poll et al. 1997) et ces traitements sont clairement associés a une majoration
du risque infectieux chez I’homme.

L’efficacité de certains antibiotiques étant meilleure lorsque les bactéries se multiplient rapidement,
la stimulation de la croissance bactérienne par les cytokines pourrait agir en synergie avec ces
traitements.

Le réle principal du TNFa semble étre I'orchestration des neutrophiles par la stimulation de toutes les
étapes pertinentes de leur recrutement et activation (Roach et al. 2002), c’est-a-dire I’expression de
molécules d’adhésion sur les cellules endothéliales et les neutrophiles, la stimulation de la production
de chemokines et I'activation des neutrophiles eux-mémes (J.-H. Lee et al. 2003).

Elucider les mécanismes par lesquels certaines bactéries réagissent au TNFa, impliquant probablement
des récepteurs membranaires spécifiques, pourrait permettre d’identifier des cibles thérapeutiques
nouvelles. Bloquer sélectivement la réponse bactérienne au TNFa pourrait permettre de limiter la
croissance bactérienne en contexte pro-inflammatoire, tout en maintenant la réponse inflammatoire
de I’héte, ce qui pourrait étre particulierement pertinent chez des patients immunodéprimés (Mizgerd
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2003), particulierement s’ils sont traités pour augmenter la production de TNFa dans le cadre de
thérapies immuno-adjuvantes (Moore and Standiford 2001).

4.2.3.1.1 Interactions hote/microbiote

L’hypothese la plus répandue est que les infections Iétales causées par des pathogenes opportunistes
se développent de fagon permissive, par I'invasion d’un hote qui est a la fois physiologiquement stressé
et immunologiquement affaibli. Cependant, une hypothése alternative pourrait étre que les
pathogenes opportunistes pergoivent activement les altérations des fonctions immunes de I’h6te et
répondent a ces altérations en majorant leurs phénotypes de virulence (Wu et al. 2005; Mahdavi et al.
2013)

Le microbiote digestif est généralement considéré comme constitué de microorganismes
commensaux, c’est-a-dire non pathogénes. Cependant, la catégorisation des microorganismes en
symbiotiques/commensaux/pathobiontes/pathogénes est probablement trés imparfaite, car elle ne
prend en compte ni les caractéristiques génétiques de I’héte ni les conditions environnementales. Un
méme microorganisme peut ainsi faire partie d’'un microbiote digestif permettant I'homéostasie chez
un individu a un instant t, tout en participant au maintien d’un déséquilibre inflammatoire chez un
autre individu ou chez le méme individu dans d’autres conditions.

De plus, il n’est pas exclu que dans l'interaction fine hote/microbiote, I'effet bactérien des cytokines
soit relativement plus important que dans les modéles infectieux. Ainsi, en modulant finement
certaines propriétés de microorganismes commensaux comme |'‘adhésion ou les capacités
mucinolytiques, sans exercer au niveau de la barriere épithéliale d’effet significatif réprimant la
croissance de ces microorganismes, une augmentation de la concentration de ces cytokines pourrait
modifier I'état d’homéostasie et entrainer une rupture de tolérance auto-entretenant le phénomene.

Les MIC étant fréquemment déclenchées par un stress infectieux, associé a un déséquilibre
inflammatoire, une modification fonctionnelle du microbiote digestif préexistant induit par le
changement transitoire des concentrations locales en cytokines eucaryotes pourrait déclencher une
boucle pro-inflammatoire auto-entretenue (Figure 10).
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Figure 10 : Microbiote intestinal et maladies inflammatoires chroniques. A la faveur d’une
perturbation, la composition du microbiote digestif est modifiée vers un nouvel état stable. Cette
nouvelle composition va modifier I’équilibre Th17/Treg, et induire ou pérenniser la libération de
signaux Danger au niveau de I’épithélium digestif, qui vont activer les cellules dendritiques et induire
une réponse cellulaire T effectrice. La perturbation peut étre d’origine variée : infection,
inflammation, xénobiotique, alimentation. MAMP : microbial associated molecular pattern ; CD :
cellule dendritique

En présence d’un stress, de nombreux facteurs eucaryotes sont relargués et détectés par les bactéries
Gram négatif, qui en retour adaptent rapidement leur physiologie. Les médiateurs eucaryotes
(hormones, cytokines, neuro-médiateurs...) pourraient donc étre pergus par les bactéries comme des

signaux environnementaux.

Toutes ces études se concentrent principalement sur des pathogénes stricts ou des pathogenes
potentiels ; cependant, le microbiote intestinal commensal produit trés probablement également des
molécules de QS (Swearingen, Sabag-Daigle, and Ahmer 2013), ce qui est suggéré par des études de
métagénomique ayant identifié dans le microbiote digestif des genes codants pour des enzymes
impliquées dans la production d’auto-inducteurs (I. Cho and Blaser 2012). Les bactéries commensales
pourraient moduler la motilité du tube digestif et/ou les fonctions immunitaires via la production
d’hormones NE pour permettre ’homéostasie. De méme, les signaux eucaryotes sont susceptibles de

moduler I’activité des commensaux.
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4.3 Commensaux, symbiontes, pathobiontes, pathogénes : un continuum
dynamique

Classiquement, les microorganismes commensaux sont définis comme non bénéfiques mais non
déléteres, les symbiontes comme non délétéres et bénéfiques pour I'hbte, les pathobiontes comme
causant occasionnellement une infection et les pathogénes comme causant systématiquement une
infection.

Mais ces distinctions n’ont de sens que du point de vue de I’"h6te. Du point de vue du microorganisme,
la sélection naturelle favorise les individus qui passent toutes les étapes aboutissant a leur succes
reproductif, consistant a entrer en contact avec I’h6te, croitre en utilisant les nutriments disponibles,
échapper aux défenses de I’hbte, persister et se répliquer, et finalement sortir de I’hote et envahir de
nouveaux hotes. Toutes ces étapes sont communes a tous les microorganismes et ne préjugent en rien
du caractére pathogene ; leur perfectionnement résulte majoritairement des acquisitions horizontales
et des pertes de génes, et minoritairement de mutations (Ochman and Moran 2001). L’acquisition de
phénotypes de virulence est le plus souvent permise par le transfert d’ilots de pathogénicité;
I'existence « d’ilots de symbiose » a été également mise en évidence (Ochman and Moran 2001).

Par exemple, E. coli peut se comporter comme un commensal et est toujours présente dans le
microbiote digestif des individus sains, mais I'acquisition d’un seul flot de pathogénicité peut lui
conférer un phénotype pathogéne, alors que cing sont nécessaires dans le cas de Salmonella enterica.

Mais, au total, seulement 5% du génome de Salmonella enterica est impliqué dans la virulence, alors
que la plupart de ses génes sont ancestraux et présents également chez les commensaux, comme des
genes impliqués dans la lutte contre les défenses de I’h6te ou le développement de voies de synthese
permettant de compenser les carences en nutriments spécifiques a I’hote. L'acquisition d’un pouvoir
de virulence par transfert de genes est en fait la plupart du temps limitée aux microorganismes ayant
été en contact avec les eucaryotes depuis un temps long.

Une proportion importante de symbiontes et de pathogénes a connu une perte génétique massive.
Tous les plus petits génomes appartiennent a des symbiontes ou des pathogenes obligatoires, ce qui
témoigne de l'inutilité de conserver certains génes chez ces microorganismes, I’h6te fournissant un
environnement constant satisfaisant leurs besoins fonctionnels.

De fagon intéressante, la perte de génes peut également étre impliquée dans I'acquisition d’un
phénotype pathogene. Par exemple, les souches pathogenes du genre Shigella (responsables d’un
syndrome dysentérique) ont perdu ompT, un gene que I'on retrouve dans les souches d’Escherichia
colitres proches. L'introduction de ompT, qui code pour une protéase de surface, supprime la virulence
de Shigella en bloguant son invasion (Nakata et al. 1993). Une hypothése pourrait étre que la
diminution de compétition au sein des communautés microbiennes du microbiote digestif liée au
mode de vie occidental, en diminuant la pression de sélection qui s’exerce sur les microorganismes
initialement non pathogenes, favorise la diversification génétique soit par gain soit par perte de genes,
avec le risque de modifier les relations héte/microorganismes.
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En résumé, la majorité des interactions hote/microorganismes sont neutres ou bénéfiques pour les
deux parties (Ochman and Moran 2001).

Cependant, cette catégorisation n’est pas figée et est hautement dépendante des conditions
environnementales et de la temporalité. Les pathogénes et les symbiontes dépendent de mécanismes
d’interaction similaires avec I'héte.

Il n’est pas exclu qu’a la faveur d’une infection aigué une transmission d’llots de pathogénicité entre
le pathogene et les microorganismes déja présents dans I’hote se produise, modifiant durablement
I’"homéostasie entre I’h6te et le microbiote dans le cas ol ce transfert conférerait un avantage sélectif.

75



i‘ frontiers

in Immunology

OPEN ACCESS

Edited by:

Mats Bemark,

University of Gothenburg,
Sweden

Reviewed by:

Siegfried Hapfelmeier,
University of Bern, Switzerland
Wim Van Den Broeck,

Ghent University, Belgium

*Correspondence:
Thomas Pradeu
thomas. pradeu@u-bordeaux.fr

Co-first authors.

Specialty section:

This article was submitted
to Mucosal Immunity,

a section of the journal
Frontiers in Immunology

Received: 13 July 2017
Accepted: 15 November 2017
Published: 07 December 2017

Citation:

Chiu L, Bazin T, Truchetet M-E,
Schaeverbeke T, Delhaes L and
Pradeu T (2017) Protective
Microbiota: From Localized to
Long-Reaching Co-Immunity.
Front. Immunol. 8:1678.

doi: 10.3389/fimmu.2017.01678

REVIEW
published: 07 December 2017
doi: 10.3389/fimmu.2017.01678

Check for
Updates

Protective Microbiota: From
Localized to Long-Reaching
Co-Immunity

Lynn Chiu't, Thomas Bazin?%!, Marie-Elise Truchetet’, Thierry Schaeverbeke®*,
Laurence Delhaes>® and Thomas Pradeu’™

" University of Bordeaux, CNRS, ImmunoConcept, UMR 5164, Bordeaux, France, ?University of Bordeaux, INRA,
Mycoplasmal and Chlamydial Infections in Humans, EA 3671, Bordeaux, France, °Department of Hepato-Gastroenterology,
Bordeaux Hospital University Center, Pessac, France, ¢ Department of Rheumatology, Bordeaux Hospital University Center,
Bordeaux, France, °Department of Parasitology and Mycology, Bordeaux Hospital University Center, Bordeaux, France,

6 University of Bordeaux, INSERM, Cardio-Thoracic Research Centre of Bordeaux, U1045, Bordeaux, France

Resident microbiota do not just shape host immunity, they can also contribute to host
protection against pathogens and infectious diseases. Previous reviews of the protective
roles of the microbiota have focused exclusively on colonization resistance localized
within a microenvironment. This review shows that the protection against pathogens
also involves the mitigation of pathogenic impact without eliminating the pathogens
(i.e., “disease tolerance”) and the containment of microorganisms to prevent pathogenic
spread. Protective microorganisms can have an impact beyond their niche, interfering
with the entry, establishment, growth, and spread of pathogenic microorganisms. More
fundamentally, we propose a series of conceptual clarifications in support of the idea of
a “co-immunity,” where an organism is protected by both its own immune system and
components of its microbiota.

Keywords: host-microbiota iosi: ization microbial ecology, disease tolerance, pathogens,

containment, infectious diseases

INTRODUCTION

The immune system is never at rest, nor is it ever isolated from its environment. It is in constant
interactions with myriads of microbes, which can be pathogenic, commensal, or mutualistic
(1-4). Recent work has shed light on the impact of commensal and mutualistic microbes on
the development, induction, training, and functioning of the immune system [reviewed in Ref.
(5-7)]. It is becoming increasingly clear that the microbiota, i.e., the microorganisms living
persistently on and in a host, play a decisive role in shaping an effective host immune system
and, vice versa.

Resident microorganisms do not just induce host immunity but can also directly inhibit patho-
gens (8-14). This phenomenon has been documented across many species—vertebrates, inverte-
brates, and plants (15, 16). The ability of commensals and mutualists to interfere with pathogen
colonization and growth is known as “colonization resistance” (17-19). While the concept of
colonization resistance is not new (Box 1), its underlying mechanisms are just being understood.
Two main modes of protection have been proposed: resident microorganisms can protect the host
either through direct microbe-microbe competition, which involves niche competition or direct
antagonism, or by the indirect induction or priming of host metabolism or immunity, thanks to
which the host is better protected against pathogen infections.
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BOX 1 | History of colonization resistance.

Since the beginning of the antibiotics era in the 1950s, it became increasingly
clear that indigenous microbial flora—generally assumed as the anaerobic
autochthonous symbionts—can be a source of resistance against pathogens.
Resistance conferred by the indigenous population explains the side effects
of antibiotics (e.g., microbial overgrowth and superinfections) as well as the
effectiveness of using antibiotics to prepare animal models for pathogen
infection (20-22). The main mechanisms were thought to be competition
between microbes, either over substrates or through bactericide molecule
production (23, 24). When van der Waaij and colleagues (25) coined the term
“colonization resistance,” they cited as possible mechanisms an indirect sti-
mulation of gut movement in addition to direct antagonism between microbes,
but rejected the involvement of the immune system. Yet, with the discovery of
immunoglobulins (Ig) in the gut lumen and mucosa (26, 27), evidence for indi-
rect, host-mediated mechanisms began to emerge: microbes were thought
to assist the immune system by preventing Ig degradation or by significantly
lowering pathogen load for Ig effectiveness (28, 29). In the meantime, propo-
sals of direct mechanisms expanded (including competition over substrates
and adhesion sites, release of antibacterial substances, prevention of tran-
slocation, and alteration of microenvironments to favor growth) (30-33). The
1980s and 1990s saw an explosion of research on colonization resistance and
gut immune responses against pathogens, as well as the impact of bacterial
flora on immune development (34). But only after the 2000s did breakthrough
studies decisively demonstrate microbe-induced innate and adaptive immune
responses, e.g., defensins (35), IgA specific to the mucosa (36), angiogenins
(37), lectins (38), and modulated T-cell populations (39).

Colonization resistance constitutes an expanded sense of
traditional protective immunity, as these mechanisms can in
fact be considered part of the hosts defensive repertoire. Of
course, the protective effects of microbiota components are
context-dependent: some microbes can help protect the host in
certain circumstances, but are detrimental in others. In light of
recent studies, our main claim is that microorganisms, broadly
construed, can exert a protective role, and that a key challenge is
now to characterize the different ways this protection can occur.

There are two important gaps in the current literature on
colonization resistance. First, current understanding of microbe-
induced protection is generally limited to colonization resistance
against pathogen establishment and growth. Yet the protection
against pathogens also involves the mitigation of pathogenic
impact without eliminating the pathogens, also called “disease
tolerance” (40), and the containment of microorganisms to
prevent pathogenic spread.

Second, the protective effects reviewed under colonization
resistance are localized to the immediate vicinity of the protec-
tive microbes. Of date, little is known about the protective effects
of microorganisms against pathogens in distal organs and tissue
sites, even though it is established that microorganisms in one
organ (mainly the gut) can influence immune responses in
other organs (41). The relative lack of research on long-reaching
microbiota-mediated protection in part arises from the assump-
tion that microorganisms, once established within their niches,
do not spread or move. Another reason could be the assumption
that protective long-reaching effects are too weak to be clinically
relevant, and thus, not significant enough for therapeutic pur-
poses. Both assumptions, however, are questionable.

In this review, we fill in the two gaps presented above with a
systematic classification of protective mechanisms that include

a broader range of defensive strategies differing in range (local,
systemic, and long-reaching), mode (direct microbe-to-microbe
and indirect host mediated), and effect (resistance, containment,
and disease tolerance) (Figure 1). Addressing the first gap, we
expand the effects of protection beyond colonization resistance
to include containment of microorganisms and suppression of
pathogenic impacts. We address the second gap by organizing
existing evidence of the long-reaching of protective microbes.
Taking into account space constrains, our examples will focus
only on vertebrates, with most of our examples coming from
mammalian studies, especially humans and murine models [for
example, in invertebrates, see Ref. (15)]. Because many of the terms
used in this review have often been employed loosely in the litera-
ture and/or have been understood differently by different authors,
here we explain in which sense we use them (Box 2). Finally, we
offer important conceptual clarifications about the different ways
components of the microbiota can exert protective effects on their
host, and propose the concept of “co-immunity'” to describe the
fact that host protection is in general the emergent and dynamic
product of two influences, that of the host and that of some micro-
organisms (see Concluding Remarks and Perspectives).

LOCALIZED PROTECTION

In recent years, a general consensus on the mechanisms of colo-
nization resistance has emerged (6, 9, 10, 18, 19, 43-46). Resident
microorganisms can inhibit pathogenic viability and growth by
antagonizing pathogens or “starving” them of limited resources,
two well-recognized mechanisms of microbial ecological com-
petition (47-49). In this section, we review expanded evidence
that microorganisms confer local protection directly through
microbe-to-microbe interactions (see Direct, Host-Independent
Protection) and indirectly through the host immune system (see
Indirect, Host-Mediated Protection) through colonization resist-
ance, containment, and disease tolerance.

Direct, Host-Independent Protection
Colonization Resistance: Beyond Niche Competition
and Antagonism
Recent reviews have focused on a few aspects of colonization
resistance. Protective microorganisms can antagonize pathogens
through contact-dependent inhibition or the release of anti-
microbial molecules. They can also outcompete pathogens for
limited resources such as trace metals, nutrients, receptor donors,
or adhesion sites, or construct environments hostile to pathogens,
for instance, by lowering environmental pH (see summary of
recent findings in Table 1). A recent finding, for instance, is that
bacteria of the Clostridiales order outcompete Listeria monocy-
togenes for nutrition in the small intestine and likely antagonize
the pathogen in other ways in the large intestine, providing the
host a first line of defense from systemic infection (50).

The concept of the ecological niche is central to coloniza-
tion resistance. Protective microorganisms are thought to
“defend” their nutritional niche by killing incoming pathogens

'Derek Skillings helped dubbed the term, noting its similarity to “community.”
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Effect

Colonization resistance

Containment

Disease tolerance

disease tolerance effects.

BOX 2 | Definitions.

* Immune protection against pathogens: although immune responses can be
very diverse, ranging from protection to development and repair (42), our
focus in this article is on protection against pathogens. Consequently, our
analysis excludes protection against immune diseases such as allergies,
diabetes, and susceptibility to xenobiotics. We distinguish between direct,
host-independent protection and indirect, host-mediated protection.
Microbiota: when talking about the “microbiota,” we broadly consider
all the resident microorganisms (microbes, but also “macrobes” such as
helminthes) living in or on a host, regardless of the nature of their ecolog-
ical interaction (parasitic, commensal, and mutualistic), size or taxonomy
(parasites such as helminthes, fungi, bacteria, phages, or viruses). We also
consider the synergistic and context-dependent effects of microorganisms.
Co-immunity: a form of immune defense associating components of several
organisms.
Colonization resistance: host-dependent or independent resistance to
pathogens that is induced by the microbiota. Current examples only con-
cern the local inhibition of pathogen viability, establishment, or growth, but
here we expand this concept to include long-reaching effects as well.
Containment: controlled localization of microbes within a particular location
inside the host body.
* Disease tolerance: limitation of host's tissue damages induced by patho-
gens, without direct pathogen elimination.

or outcompeting them (74). Pathogens, on the other hand, are
thought to overcome colonization resistance by creating or
exploiting new spatial-temporal niches (19). However, a niche
is not just a nutritional environment, but any environmental
feature relevant for colony survival and growth. Protective
microbes can also inhibit pathogenic establishment and growth
by disrupting pathogenic biofilms, bacterial collectives that
undergo regular developmental “life cycles” and protected by

Localized protection

Long-reaching protection

Range

Protective Microbes

FIGURE 1 | An expanded view of microbe-conferred protection. Microorganisms can protect the host in different ways, depending on the mode of protection (direct
ecological and indirect host-mediated), the effects of protection (colonization resistance against pathogenic establishment and growth, containment of pathogens
and their effects, and disease tolerance of pathogens while suppressing their negative effects), and the range of protection (localized or long-reaching, with the latter
further divided into protection that is systemic or from one locale to another locale). All three aspects of protection can occur in combination. Long-reaching
protection, for instance, involves both direct (ecological) and indirect (host-mediated) modes of protection that result in colonization resistance, containment, or

Mode

Direct microbe-to-microbe
protection

Indirect, host-mediated
protection

synthesized extracellular polysaccharides matrices. Proteases
released by Staphylococcus epidermidis can degrade the matrices
of pathogenic Staphylococcus aureus biofilms (75, 76). Lactic acid
bacteria can disrupt matrix synthesis by interfering with patho-
gen virulence genes, for instance, by decreasing the expression
of Streptococcus mutans genes involved in matrix glucan produc-
tion (77) or modulating S. aureus gene expressions related to the
production of intercellular adhesion polysaccharides (78).

Protective microorganisms can also influence quorum sens-
ing, the cell-to-cell communication system that allows bacteria
to perceive information about bacterial population density
and to regulate collectively virulence factor production and
biofilm development (79, 80). Soluble molecules released by
probiotics can interfere with the S. aureus accessory gene regu-
lator (agr) quorum sensing system, which regulates the switch
between biofilm and free-floating lifestyles (81). Subtilosin,
a protein secreted by Bacillus subtilis, also interferes with the
quorum sensing of Gardnerella vaginalis, preventing biofilm
formation (82). Biosurfactants are well-known anti-adhesion,
anti-biofilm agents that can also disrupt cell-to-cell signaling
(83, 84). Cell-bound biosurfactants of lactic acid bacteria
disrupt the biofilms of multi-drug-resistant Acinetobacter bau-
mannii, Escherichia coli, and S. aureus (85) as well as Serratia
marcescens strains (86).

Beyond Colonization Resistance: Containment

and Disease Tolerance

Colonization resistance is not the only way microorganisms can
protect the host from pathogens, as not all types of protection act
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TABLE 1 | Types of colonization resistance.

Types Species Effects Reference
Nutrition niche Bacteroides thetaiotaomicron against C. rodentium Competition for carbohydrates (10)
competition Escherichia coli Nissle 1917 against Salmonella Typhimurium Competition for iron (51)
Escherichia coli HS and E. coli Nissle 1917 against EHEC O157:H7 Competition for carbohydrates (52)
Antagonistic inhibition  E. coli Nissle 1917 against commensal and pathogenic E. coli and Production of microcin (53)
S. Typhimurium
E. coli against EHEC O157:H7 Production of colicin (54)
Nasal Staphylococcus lugdunensis against Staphylococcus aureus Production of lugdunin (55)
Enterococcus faecalis strain against Enterococcus Production of bacteriocin (pPD1) (56)
B. thuringiensis against Clostridia species Production of bacteriocin (thuricin CD) (57, 58)
Bacillus amyloliquefaciens against vaginosis-associated human pathogen  Production of bacteriocin (subtilosin) (59)
Gardnerella vaginalis
Staphylococcus epidermidis peptides selectively reduce survival of Production of phenol-soluble modulins (PSM-y (60, 61)
Streptococcus pyogenes and S. aureus and PSM-5)
Four bacterial consortium (R. gnavus E1, B. thetaiotaomicron LEMF4, Collective production of consortium-dependent (62)
Clostridium hathewayi LEMC7, and Clostridium orbiscindens LEMH9) antibacterial substance
against Clostridium perfringens
Against EHEC O157:H7 Production of short chain fatty acids (acetic, 63)
propionic, and butyric acids)
Against Clostridium difficile Production of secondary bile acids (44, 64-66)
Bacteroides fragilis against Bacteroidales strains in gut Type IV system delivered toxins (67, 68)
Lactic acid bacteria against a range of pathogens Lactic and acetic acid, metabolites (hydrogen 69, 70)
peroxide and carbon dioxide), diacetyl, and
bacteriocins
Niche construction Lactic acid bacteria in vagina against bacteria and viruses Lower environmental pH with lactic acid (71)
of q\sadvanlageous Propionibacterium acnes suppresses the growth of S. aureus Lower environmental pH with fermentative products (72)
environments Anaerobic commensals against Enterobacteriaceae Low oxidation-reduction potential (73)

by inhibiting pathogenic colonies establishment and growth. The
role of resident microorganisms in barring entry and dispersal
of alien populations is oftentimes ignored (87). Furthermore,
inhibition of quorum sensing can affect pathogenicity, the effects
of pathogens, without inhibiting bacterial viability, which, as
a therapeutic option can avoid the selection of drug-resistant
bacteria (88). We thus propose looking beyond colonization
resistance to adopt a community ecology point of view that better
understands the multiple ways resident communities can prevent
or disrupt pathogen invasion.

In invasion ecology, residents can disrupt alien invasion by
intervening with alien entry and diversification, by inhibiting its
establishment or growth, by mitigating its negative impacts on
local communities, or by preventing alien dispersal into other
vulnerable environments (89-91) (see summary of stages of
invasion in Table 2). A more comprehensive picture of resistance
against pathogens must take into consideration the multiple
stages of invasion and go beyond competition as the only way
residents can fight against invaders.

We thus distinguish three major microbial obstacles against
invading pathogens (Table 2; Figure 2): colonization resistance
exclusively refers to the prevention of pathogen establishment
of a persistent colony and population growth, containment is the
prevention of pathogen spread into another body site, sometimes
leading to systemic infection, and finally, disease tolerance is the
limitation of pathogenic impact on host tissues without killing
the pathogens.

Containment is the controlled localization of microbes and
their effects within a particular location inside the host body.
One example is the intestinal lumen. The epithelium barrier and
gut mucosal immune system prevents the translocation of micro-
organisms from the lumen into the host. Mucosal-associated
microorganisms have long been postulated as reinforcers of gut
barriers, both directly and indirectly through the host (94-97).
For instance, in various organisms, bacteriophages that adhere to
mucus glycoproteins can prevent translocation of bacteria, thus
providing a host-independent protection of mucosal surfaces
against bacterial infections (98). Saccharomyces boulardii also
prevents Salmonella liver translocation by directly binding to the
pathogens (99).

Secreted factors can interfere with the translocation of
gut pathogens into and beyond the epithelia. Supernatants
of Enterococcus mundtii and Lactobacillus plantarum inhibit
the invasion of L. monocytogenes into epithelial cells (100).
A secreted, non-bacteriocin component from Escherichia coli
Nissle 1917 also reduces the efficiency of Salmonella enterica
serovar Typhimurium epithelial invasion and blocks invasion
by many pathogens without eliminating them (101). Pathogen
translocation can also be prevented by interference with patho-
gen adhesion to the epithelium (102, 103). It is well known that
resident commensals, especially lactic acid bacteria, compete
with pathogens for adhesion sites, for instance, the competi-
tion between Lactobacillus reuteri and enteropathogenic
E. coli (104). Short chain fatty acids are products of anaerobic
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FIGURE 2 | Stages of pathogen invasion and the obstacles presented by
resident communities. Colonization resistance, containment, and disease
tolerance present obstacles to different stages of the invasion process.
Colonization resistance disrupts the establishment and growth of pathogens,
the containment of pathogens prevents their spread into other tissues, and
disease tolerance suppresses the negative effects of pathogens without
decreasing their load.

intestinal microbiota fermentation of dietary fibers. Butyrate
inhibits the virulence genes that enable intestinal S. enterica
subspecies to enter the epithelium, specifically pathogenicity
island 1 (105). Acetate from Bifidobacteria can enhance epi-
thelial cellular defense functions, inhibiting the translocation
of Enterohemorrhagic E. coli (EHEC) shiga toxin into the
bloodstream (106).

Disease tolerance, on the other hand, is the limitation of
pathogen-induced damage of host tissues without elimination
of the pathogen. Various types of processes are associated with
disease tolerance: the neutralization or inhibition of pathogenic
toxins, the healing process of the host, and the regulation of
destructive inflammation and maintenance of metabolic
homeostasis (see Box 3). While the latter two are mediated
through the host, the first can be host-independent.

An example of host-independent disease tolerance is the abil-
ity of resident microbiota to inhibit gene expressions of toxins.
Soluble molecules from Bacteroides thetaiotaomicron and the
bacteria-produced short chain fatty acid butyrate, for instance,
can inhibit EHEC shiga toxin gene expressions and pathways
(111, 112). The quorum sensing molecule AI-2 of Ruminococcus
obeum also downregulates the Vibrio cholera toxin operon
(113). Secreted organic acids can mitigate pathogen toxicity in
various ways: lactic acid from Streptococcus thermophilus inhibits
Clostridium difficile toxin A gene expression (114) while acetic
acid secreted by a Bifidobacteria strain inhibits EHEC shiga
toxin production in part by lowering environmental pH (115).
Remarkably, the growth of shiga-producing E. coli was not
inhibited by the B. breve strain even though toxin production
was halted.

The damaging effects of pathogens can also be diminished
by the degradation of released toxins. Proteases secreted by a
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BOX 3 | The concept of disease tolerance.

Disease tolerance should be distinguished from “tolerance” or “immune tole-
rance,” a low or regulated immune reaction toward an antigen (40). It is instead
the limitation of pathogenic damage to host tissues. The concept of disease
tolerance has long been recognized by plant ecologists as an alternative mode
of protection from pathogens or pests besides resistance mechanisms, yet
only relatively recently applied to animals (107-110). Even though disease
tolerance is currently seen as an indirect process mediated by the immune
system to control tissue damage (40), it could be directly regulated by micro-
bes as well. The toleration of pathogens could be a cost-effective alternative
when preservation of pathogen fitness does not strongly decrease host fitness
(e.g., when pathogen virulence is low), especially since the side effects of pro-
inflammatory immune responses are sometimes more damaging to the host
than the infections themselves.

Pathogenic Establishment &
Effects Growth

Colonization
Resistance

Disease

Containment
Tolerance

anti-adhesion anti-toxin niche competition
anti-inflammation  barrier enforcement antagonism
barrier enforcement anti-biofilm

FIGURE 3 | Localized microbe-conferred protection against pathogen
invasion. Alien pathogens invade the host by entering a host site, establishing
a growing colony, exerting negative effects on the host. When conditions are
ripe, they can spread to a different host site, in this case, through the
epithelium or endothelium barrier. Protective microorganisms can challenge
pathogen invasion at any of the four stages, by disrupting entry, preventing or
destroying colony establishment and growth, by suppressing pathogenic
effects, or by preventing spread into other tissues.

probiotic Bacillus clausii strain acts against toxins from C. difficile
and Bacillus cereus (116). Another example is a Saccharomyces
boulardii protease that inhibits C. difficile toxin A and B (117).
Bifidobacteria and Lactobacilli strains mitigate C. difficile cyto-
toxic effects by inactivating their secreted toxins (118, 119).

In sum, colonization resistance, containment, and disease
tolerance are diverse effects of protective microbes against the
spread, establishment and growth, and impact of pathogen inva-
sion. Broadening the concept of protection to include the effects
of disease tolerance and containment allows us to consider
pathogenicity in a wider context, taking into account the overall
ecological process of pathogen invasion (Figure 3). The detailed
mechanisms underlying these three types of effects—coloniza-
tion resistance, containment, and disease tolerance—may

overlap. For instance, competition over adherence sites prevents
the growth of biofilms that enable the establishment, growth, and
spread of many pathogens (Figure 4).

The examples reviewed so far are direct microbe-to-microbe
effects. We now turn to indirect forms of protection that involve
host systems.

Indirect, Host-Mediated Protection

Local microbiota-induced protection of the host can also be
indirect, that is, mediated by host immunity and metabolism.
We will focus on protection that involves the host immune sys-
tem. Microorganisms induce proper development of crucial com-
ponents of the host immune system, such as mucosa-associated
lymphoid tissues (120-122). Here, we will more precisely focus
on microbe-induced host immunity that specifically acts against
pathogens (4, 123), guarding against both harmful (pathogens)
and potentially harmful (“pathobionts”) microorganisms.

Colonization Resistance

Examples of host-mediated protection, especially colonization
resistance, by gut microbiota have already been extensively
reviewed (see Box 1). Indirect colonization resistance occurs
when resident microorganisms induce host reactions that act
against pathogens.

Resident microbiota sampled by pattern recognition recep-
tors can activate downstream secretion of antimicrobial pep-
tides that protect the host by killing or inactivating bacteria,
fungi, and viruses, primarily by destroying cellular membranes
(124, 125). These include C-type lectin Reg3-y (38), « and f
defensins (35, 126), and the ribonuclease angiogenin (127). The
effects are often pathogen- and host-specific (128-130).

Gut microbes induce the development of lymphoid tissues
that sample and secrete Ig A into the gut lumen as well as regu-
late secretory IgA (SIgA) secretion levels (131). SIgA can help
trap and exclude pathogens (“immune exclusion”), but when
bound to certain microorganisms, can also selectively promote
commensal biofilms that confer colonization resistance against
pathogens (“immune inclusion”) (132-136). Specificity to
microorganisms could be enhanced through a positive feedback
loop mediated by SIgA retrotransportation (137-139).

Microbes can also induce protective pro- or anti-inflammatory
immune activities by altering the balance between host T-cell
subsets (2, 140-142). By tilting the balance toward pro-inflam-
matory pathways, commensals help generate host-mediated
attacks against pathogens. Segmented filamentous bacteria, for
example, induce inflammatory Th17 immunity (143), leading
to a generally protective, although context-dependent immune
state (144). Protozoan Tritrichomonas musculis protects from gut
S. Typhimurium infection through promotion of inflammatory
Th1 and Th17 type immunity (145).

In the skin, microbiota could be considered an “endogenous
adjuvant” of the skin immune system, exerting its influence
via the release of products (such as antimicrobial peptides or
metabolites) and/or via the modulation of innate and adaptive
immunity without invoking inflammatory responses (146-148).

In the respiratory tract, local manipulation of the microor-
ganism composition may have profound consequences on the
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capacity of the host to mount protective responses (149). For
instance, intranasal inoculation of mice with live or heat-inacti-
vated Lactobacillus spp. and non-pathogenic Listeria spp. protects
against secondary lethal infection with the virulent pneumonia
virus by suppressing virus-induced pro-inflammatory cytokines
and viral load (150).

Beyond Colonization Resistance: Containment

and Disease Tolerance

Microbes can also indirectly protect the host by containing
pathogens within the gut and lung lumen, as breaching of the
epithelial layer triggers systemic inflammation. New develop-
ments shed light on the intimate relation between microorgan-
isms and barrier functions. The gut epithelium barrier is fortified

Disease tolerance

FIGURE 4 | The overlapping mechanisms of colonization resistance, containment, and disease tolerance. Colonization resistance, containment, and disease
tolerance are distinct effects on invading pathogens, disrupting their growth and establishment, their spread, and their negative effects, respectively. Nevertheless,
the mechanisms underlying these effects can overlap, deployed at different times and stages with different outcomes. Antimicrobial peptides, for instance, prevent
the translocation of microorganisms as part of the mucus barrier and disrupt the establishment and growth of pathogens. Another example is the disruption of a
pathogenic biofilm, which may destroy the establishment of the colony as well as prevent it from adhering and translocating gut lumen.

by maternal microorganisms before birth (151). After exposure
to environmental microbes, microorganisms strengthen and
protect the barrier (152). In vitro treatment of Saccharomyces
boulardii, for instance, prevents Bacillus anthracis toxins from
destroying the integrity of epithelium cells and the tight junc-
tions between them (153). In antibiotics-treated mice, transloca-
tion of bacteria and an increase in inflammatory responses can
be observed (154, 155).

The separation of host and microorganism with a mucus
layer is in part regulated by resident microorganisms. The
mucus layer effectively separates luminal components, especially
microorganisms, from the epithelium. The constant outgrowth
of mucus pushes microorganisms out and provides a medium
that concentrates antimicrobial elements such as antimicrobial
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peptides and SIgA. In the small intestine, Muc2 mucin, the back-
bone of mucus in mice, requires bacterial cleavage of a proteolytic
enzyme to detach mucin from secreting goblet cells; in the
colon, “sentinel” goblet cells activated by bacterial components
quickly respond by extruding and releasing an explosion of Muc2
(156, 157). Helminthes such as Trichuris muris can restore
the Nod2-deficient abnormal goblet cells of mice through
Tu2-mediated immunity, thereby inhibiting the colonization of
pro-inflammatory Bacteroides species (158).

Localized protection is also achieved by disease tolerance.
In the gut, Bacteroides fragilis affects systemic T-cell responses
through the action of the bacterium-derived polysaccharide
A, which protects against pathobiont H. hepaticus colitis via
the production of anti-inflammatory IL-10 by CD4+ T cells
and the promotion of regulatory T cells (159). Moreover, this
protection has no effect on pathogen fitness or on population
load in the intestine. SIgA can neutralize intracellular toxins
and viruses, as well as directly suppress bacterial virulence
mechanisms (133, 135).

In sum, resident microbiota can protect the host by locally
inhibiting the establishment and growth of pathogens, mitigat-
ing pathogen-induced damage to the host, and preventing the
spread of microbes to other sites. Local protection is ensured by
mechanisms that are directly targeted against microorganisms or
indirectly through the host immune system.

@ ~
°
o
@
°
i
Local-to-local
protection

FIGURE 5 | Long-reaching microbe-conferred protection against pathogens. The multiple pathways of long-reaching protection include: local-to-local protection
against pathogens at a distal site by protective microorganisms at another site (e.g., gut to lung, upper respiratory tract to lower respiratory tract, and small intestine
to large intestine) (left), local-to-systemic protection from one site to pathogens across the body (e.g., systemic protection from gut microbiota) (center) and
systemic-to-systemic protection by microorganisms that are distributed systemically (e.g., protective viruses or bacteria that circulate through the blood stream or

the lymphatic system, or reside in multiple locations) (right)
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LONG-REACHING PROTECTION

We now turn to protective microbes that help the host from
a distance, by either inducing systemic protection (that is,
a protection realized in the entire organism) or protection at a
particular remote site. In host-microbiota symbiosis, the habitat
of the microbial communities is a changing and responsive liv-
ing being. Since host microbial communities are connected by
metacommunity dispersal and through the internal sensors and
networks of the host, protective microbes can have potentially far-
reaching and integrated consequences. A more comprehensive
picture of protective microbes requires a global understanding of
the ecological and physiological—e.g., metabolic, immune, and
neuroendocrine—interactions.

However, our understanding of long-reaching protection
is at its infancy. Whereas pathogens can migrate through the
blood from one organ to another or travel across microenviron-
ments within an organ system (160-162), there is little evidence
that commensals can do the same. Here we review examples of
long-reaching protection (see Figure 5).

Systemic Protection

The direct, host-independent systemic effects of microorgan-
isms are poorly illustrated in the literature, and as far as we
know, there are no mammalian examples where microorganisms

2

Systemic-to-systemic
protection
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can confer direct systemic protection across microhabitats.
Nevertheless, the killing capacities of some microorganisms
present promising therapeutic options as “live antibiotics.”
For example, the predatory proteobacteria Bdellovibrio bac-
teriovorus, when injected in a zebrafish model infected with
S. flexneri, preys and eliminates the human pathogen in the
whole animal (163).

Indirectly, however, the evidence is much more promising as
microorganisms have far-reaching immunomodulatory effects
on mucosal and systemic immunity (164, 165). Microbiota
modulation of myeloid cells preconditions neutrophils induces
macrophage killing capacities and calibrates macrophages and
dendritic cell responsiveness to infections (166). Microbial-
regulated hematopoiesis can fight against systemic infections
such as L. monocytogenes (167). In a mice model, injection
of chitin from the fungal commensal S. cerevisiae increases
resistance to systemic infection with C. albicans by inducing
monocyte activity via a fine modulation of TNF-a and IL-6
(168). Without the microbiota, mononuclear phagocytes fail to
prime NK cells that normally trigger systemic antiviral immune
responses in non-mucosal lymphoid organs (169). Recent studies
show that maternal microbes shape offspring immunity before
birth. Bacterial products in mothers induce genetic expression
of antimicrobial peptides in offspring epithelium and shape the
components of their innate immune systems (170) while damp-
ening their adaptive immune responses (171). In fact, the success
of vaccination (the injection of microbe-derived products in one
site that protect against infections in another site) shows that
long-distance immune protection is possible. For instance, the
intranasal administration of a vaccine against HSV-1 induces
production of specific antibodies in the genital tract (172).

While current evidence is still not clear-cut, it is nevertheless
important to conceptually distinguish between various origins
of systemic protection. In local-to-systemic protection, micro-
organisms at a single location, such as the gut microbiota, can
confer protection through systemic immune responses or leave
the local site and disseminate to other regions. In systemic-to-
systemic protection, the protective microorganisms are already
distributed systemically, exerting system-wide localized effects.
In particular, we discuss how microbiota, their fragments, or
by-products can reach distal sites through the host circulatory
systems.

Local to Systemic Protection
Microbiota at one location can induce systemic colonization
resistance in the host. Composition of the gut microbiota
modulates the severity of malaria, where a fecal transplant
from resistant mice transfers the resistance to germ-free
mice by elevating humoral immune responses. The resistant
gut microbiota are characterized by an increased abundance
of Lactobacillus and Bifidobacterium (173). In humans, gut
microbe E. coli 086:B7 induces antibodies that target plas-
modium sporozoites, conferring a protective cross-response
against malaria transmission (174).

Systemic innate and adaptive immune responses to Toxo-
plasma gondii infection in humans rely on the indirect stimula-
tion of dendritic cells by normal gut microflora (175). Several

studies have shown that gut microbiota also have the potential
to reduce systemic viral infection and disease (176). A clinical
trial observed a positive effect of a Lactobacillus strain as an
immune adjuvant for live-attenuated H3N2 influenza vaccine
in healthy adults, with higher seroconversion rates in patients
treated by probiotics (177), suggesting a non-specific immune
response activation. In HIV infection, higher abundance of the
gut Lactobacillales order in patients is positively associated with
CD4+ T cell count and negatively associated with viral load,
indicating that bacteria from Lactobacillales could in some
direct or indirect way modulate the infectivity or pathology of
HIV infection (178).

Finally, as a basal stimulant, bacteria can prime activation
threshold of antiviral innate immunity against systemic viruses
(179). Antibiotic-treated mice before lymphocytic choriomenin-
gitis (LCMV) infection elicited an impaired innate and adaptive
immune response to LCMV infection, and an increased mortal-
ity after influenza infection (179).

Systemic to Systemic Protection

Microbiota or its components that are normally distributed
across the host system can also induce system-wide coloniza-
tion resistance in the host. Recently, the idea that viruses can
be mutualistic, and in particular can offer protection against
pathogens, has gained popularity (180-182). A healthy human
is infected by more than 10 permanent chronic systemic viruses,
and this number may in fact be far higher (182). Two cases show
that viruses induce in their hosts a higher basal immunity that
explains normal immunity as well as responses to novel microbes.
First, baseline activities can be upregulated and maintained by
viruses in latent states, conferring protection against subsequent
infections (176, 183). In mice, gammaherpesvirus 68 or murine
cytomegalovirus (CMV) (which are models for the human
pathogens Epstein-Barr virus and CMV, respectively) in dor-
mancy confers symbiotic protection against bacterial infection
to L. monocytogenes and Y. pestis in an antigen-independent
way, involving interferon production and macrophages systemic
activation (184, 185).

In a clinical study, HIV patients co-infected with non-path-
ogen GB flavivirus showed reduced mortality rate, suggesting
the possibility of an inhibition of HIV replication due to this
flavivirus (186). HIV replication was reproducibly inhibited
in cultures of peripheral-blood mononuclear cells by GBV-C
coinfection (187). Patients with GBV-C infection present an
increased proportion of naive T cells and a reduction in T-cell
activation and proliferation that could increase disease toler-
ance and finally the survival among HIV infected individuals
co-infected with GBV-C (188).

Circulations and Protective Effects

It is generally assumed that microorganisms are pathogenic
when spread throughout the system while non-pathogens are
contained within the gut and lung lumens and outside of skin
surfaces. Indeed, bacteremia and endotoxemia, i.e., the spread-
ing of bacteria or bacterial structural components through blood
circulation, respectively, are usually pathological. For instance,
intra-uterine infection during pregnancy in mice can be caused
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by pathogens that do not belong to vaginal microflora, but to oral
microorganisms via hematogenous transmission (189).

However, non-pathological, physiological blood circulation
of microorganisms or microbial fragments occurs in healthy
subjects (190-192). Substantial numbers of live gut species have
also recently been found living in the mesenteric lymph nodes
and systemic lymphoid organs under normal situations (164).
In this section, we thus consider the possibility that circulation
of bacteria or their metabolic compounds can constitute a long-
reaching route of protection. Even though along-reaching seed-
ing through the bloodstream and lymphatic systems has never
been demonstrated, it is a possible route protective microbes
could take.

The involvement of circulating long-reaching mechanisms in
host protection is only a hypothesis at this stage, but investigating
this potential long-reaching influence undoubtedly constitutes
a very promising avenue for future research, paving the way to
targeted experiments.

Bacteremia and Endotoxemia

Bacteremia is the dissemination of bacteria into the circulatory
system. Under normal conditions, Gram-negative bacteria in the
gut can disseminate systemically, inducing system-wide produc-
tion of IgG that provide cross-protection against Gram-negative
bacteria infections such as E. coli and Salmonella (193).

Recent data suggest a long-distance disease tolerance by
challenge-induced translocation of gut microbiota to multiple
distal sites. In mice, infection with the respiratory pathogen
B. thailandensis (intranasally) or with the pathogen S. Typhimurium
(orally) leads to skeletal muscle wasting. Gut commensal E. coli
O21:H+ antagonizes muscle wasting during these infections,
with no changes in inflammation profile but sustained insulin-
like growth factor 1 signaling in skeletal muscle. This protection
was associated with the translocation of E. coli O21:H+ from the
intestine to white adipose tissue and occurred without a nega-
tive impact on B. thailandensis or S. Typhimurium fitness. This
beneficial effect promoted both the health of the host and fitness
of E. coli O21:H+ (194).

Endotoxemia occurs when bacterial by-products circulate
into the bloodstream. It has long been known that circulating
lipopolysaccharides, a membrane component of Gram-negative
bacteria, has potentially beneficial immunomodulatory effects
(195). Lipopolysaccharides endotoxemia is increased by nutri-
tional factors (196) and modulated by changes in gut microbiota
(197). The mechanisms of host-mediated modulation of bacte-
remia and endotoxemia (primarily of lipopolysaccharides) are
currently being explored under the context of high-fat intake or
obesity, which weaken gut integrity leading to increased pen-
etration of gut microbes or their products into the circulation.
The uptake and transportation of lipopolysaccharides is active,
reaching from the gut to distant tissues like adipose tissue. After
lipoprotein binding and transportation to the lymph and across
endothelial barriers, they interact with macrophages and trigger
the secretion of pro-inflammatory cytokines (198).

Microbiota-derived peptidoglycan translocated from the
gut to neutrophils in the bone marrow systemically primes the
innate immune system, enhancing the elimination of two major

pathogens, S. pneumoniae and S. aureus via the pattern recog-
nition receptor nucleotide-binding, oligomerization domain-
containing protein-1 (199).

Finally, another active long-reaching route is the gut-liver
axis, where influx of microbial molecules derived from genetic
inflammasome deficiency-associated dysbiosis, passing in portal
circulation, can trigger liver inflammation through TLR4 and
TLRY activation. In the case of preexisting lipid accumulation
in hepatocytes, this mechanism could lead to non-alcoholic
steatohepatitis (200).

Metabolic Compounds

Naive mass spectrometry-based metabolomics studies com-
paring blood metabolic profiles between germ-free mice and
conventional animals show a drastically different blood meta-
bolic profile, with a drug-like metabolic response of the host to
metabolites (i.e., degradation of xenobiotic molecules by host’s
enzymes) generated by the microbiome (201).

Gut microbiota produce and regulate multiple compounds that
can reach distant organs via systemic circulation, and influence
host physiology (202). More precisely, metabolic compounds
produced or transformed by gut microbiota may modulate host
immunity in distant sites. In particular, short chain fatty acids,
especially butyrate, seem to exert broad anti-inflammatory
activities by affecting immune cell migration, adhesion, cytokine
expression, as well as cellular proliferation, activation, and
apoptosis through the activation of signaling pathways (NF-kB)
and inhibition of histone deacetylase (203). Moreover, epithelial
permeability can be modulated by the microbiota: blood-brain
barrier permeability is increased in germ-free mice and rein-
troduction of a healthy microbiota, of short chain fatty acids
producing bacteria or direct short chain fatty acids administra-
tion can reverse this effect, up-regulating tight junction proteins
expression (204). This mechanism could be involved at the host-
environment interface, modulating pathogen susceptibility.

Fungi could also play a crucial role in long-reaching immune
modulation. Digestive Candida-produced prostaglandin E2, an
active lipid compound with hormone-like effects, can reach the
lungs through the bloodstream, act on lung macrophages and
promote allergic inflammation, thus suggesting a hypothetical
long-reaching route that could be protective (205).

Local to Local Protection

Some studies suggest that local microbiota could modulate
distant local conditions, which may confer long-term protection
to the host. On the one hand, few studies have highlighted a long-
reaching protective role of specific local microbiota to specific
local sites, and with poor mechanistic understanding. On the
other hand, many papers have brought out various mechanisms
that could involve distant modulations of immune conditions, but
without a protective effect. Time has perhaps come to combine
these approaches, to determine how the microbiota located in a
given organ could have a protective effect on another organ (i.e.,
alocal-to-local protection, but without a demonstrated systemic
effect). Even though in some cases, later evidence might show
that a local-to-local effect is actually a local-to-systemic effect,
the conceptual distinction between a highly targeted mechanism

Frontiers in Immunology | www.frontiersin.org

85

December 2017 | Volume 8 | Article 1678



Chiu et al.

Protective Microbiota: From Localized to Long-Reaching Co-Immunity

versus a system-wide mechanism can guide research questions
about the underlying mechanisms and the scope of protective
effects. We explore two possible routes of long-reaching protec-
tion: the host-mediated gut-lung axis and direct interactions
down the respiratory and gastrointestinal tracts.

Indirect, Immune-Mediated Protection along the
Gut-Lung Axis

To the best of our knowledge, the only explicit long-reaching
protective effects from one local site to another described in
the literature are the immune-mediated relation between the
gut microbiota and lung infections (203, 206). Klebsiella pneu-
moniae lung infection has been extensively studied as a model
of pulmonary infection. Germ-free mice infected with K. pneu-
moniae are drastically susceptible to bacterial infection in an
IL-10-dependent manner, with an increase of bacterial growth
and dissemination. Interestingly, activating microbial pattern
recognition receptors helps fight against K. pneumoniae infec-
tion in the lungs (207, 208). Another example is tuberculosis.
Helicobacter pylori infection is suspected to modify the clinical
outcomes of M. tuberculosis infection, with the presence of
H. pylori associated with a lower rate of tuberculosis infection
(209), but increased tuberculosis severity (210). In this case, a
microbe at one location (H. pylori in the stomach) could modu-
late long-distance immunity at yet another location (in the lungs)
in response to infection.

Antibiotic-treated mice exhibit impaired innate and adaptive
mucosal immune responses to influenza infection, with increased
damages and host mortality (179). A decrease in the number of
gut commensals via treatment with a broad-spectrum antibiotic
resulted in blunted T-cell and B-cell responses to an intranasal
infection with the A/PR8 strain of influenza (211). Activation of
Toll-like receptors restored the immune response in antibiotic-
treated mice through inflammasome-mediated induction of
interleukins such as IL-1f and IL-18. The authors suggest that
either the microbial products can diffuse systemically, or activa-
tion of the inflammasome does not need to occur at the site of
infection.

In an E. coli pneumonia model, antibiotic depletion of com-
mensals in mice also causes a drastic bacterial burden both
in lungs and blood, with a significant increase of mortality.
Lipopolysaccharides supplementation during antibiotherapy
reversed these effects, suggesting a distal action of commensal
microbes through toll-like receptors (212). Deleterious effects
of antibiotic depletion have been shown in a mouse model of
Streptococcus pneumoniae infection, reversed by fecal microbiota
transplantations that enhance macrophage functions in the pri-
mary alveolar (213).

Gut microbiota also play a role in expanding and maintaining
viral-specific memory T-cell populations in the lungs. In a mouse
model of MCMV-associated lung disease, the frequency of virus-
specific CD8* T cells in the MCMV-infected lungs of germ-free
mice was restored by fecal bacteria from specific pathogen-free
mice, likely through cross-activity between gut microbiota pep-
tides and epitopes of MCMV-specific memory T cells (214).

Furthermore, mice challenged with pulmonary staphylococ-
cal infection but lacking segmented filamentous bacteria in

their gut microbiota showed more severe infection with higher
bacterial load and mortality, associated with diminished lung
concentration of Th17 immune effector cells. Reintroduction of
segmented filamentous bacteria was sufficient to restore protec-
tive effect (215). Antibiotics also significantly decreased lung
Th17 cell numbers during pulmonary acute fungal infection,
restored by segmented filamentous bacteria colonization (216).

Direct, Ecological Protection through Digestive
Flows and Air Circulations

Even though direct and host-mediated causes of microbial pro-
tection are oftentimes difficult to distinguish and intertwined at a
local scale, the direct versus indirect distinction can help identify
ecological versus physiological routes of influence at a global
scale. Current evidence indicates that long-distance protection
is mostly mediated by the host, but ecological routes are also
available when we consider the way fluids and air flow through
the host. Many organs are interconnected through airways and
liquid channels. We hypothesize microbe-induced protection of
downstream conditions in the respiratory tract and the gastroin-
testinal tract.

The respiratory tract ecosystem consists of the upper and lower
respiratory tracts, with the latter further divided into trachea,
bronchi, and bronchioles. The gastrointestinal tract ecosystem
is divided into the stomach, small intestine, and large intestine,
with secretions that come from associated organs such as the gall
bladder, liver, and pancreas. It is possible that microbial com-
munities in one patch of the lung and gut meta-communities
can protect the host by influencing the entry and growth of
pathogens in a downstream patch.

Bronchoalveolar lavage fluid samples of the lungs reveal a
substantial microbiota community with multi-kingdom interac-
tions due to air-borne fungi (217). The oral microbiota are the
physiological source of lower respiratory tract microorganisms,
predominately acquired through microaspiration and especially
during sleep (218). It is also the source of disease-inducing
pathogens in the lungs, especially pneumonia and cystic fibrosis.
The sampled microorganisms of a healthy lung consist primar-
ily of transitory populations determined by a steady balance of
incoming migration and outgoing expulsion through physi-
ological clearance or immune responses. In disease states, such
as cystic fibrosis, regional growth conditions support the settled
colonization and expansion of microbial communities (219, 220).
The respiratory tract ecosystem is thus an excellent example of
dominance in dispersal processes over processes of establishment
and growth, similar to the metacommunity principles governing
islands (220-224).

Microbial communities in the upper respiratory tract (e.g.,
oral cavity) are likely to confer resistance against the colonization
and growth of pathogens in the lower respiratory tract. There is
an association between oral dysbiosis and lower respiratory tract
infections such as pneumonia. The absence of normal residents
in the upper respiratory tract may thus contribute to the over-
whelming migration of residential or opportunistic pathogens to
the lower respiratory tract (225). Pathogen “blooms” in the lower
respiratory tract generally occur under two conditions: when
there is a positive influx of microorganisms over those eliminated
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or when altered local conditions favor pathogenic growth [see
adapted island biogeography model in Ref. (223), and review in
Ref. (224)]. We thus suspect that a loss of colonization resistance
of upper respiratory tract residential microbiota may be the
reason for lower respiratory tract microbial establishment and
growth, resulting in disease.

Another possible downstream protective effect is in the
gastrointestinal tract. The habitat of the gastrointestinal tract is
similar to a river ecosystem (226). The intestine receives inputs
from the source (nutrients and acids from the stomach) and
associated organs (liver, gall bladder, and pancreas) and the
flow slows down at the colon, which is dominated by greater
bacterial loads and the accumulated nutrients and metabolites
from upstream.

Secondary bile acids inhibit the germination and growth
of C. difficile in the colon. Bile acids are released and mostly
reabsorbed upstream in the small intestine, decreasing greatly
in concentration further downstream (227, 228). However, small
intestinal microbiota can inhibit re-absorption by deconjugating
bile acids, thus promoting their excretion down and out of the
large intestine (229). Downstream secondary bile acids in the
colon can thus depend on upstream commensals. Indeed, anti-
biotic treatment that decreases colonization resistance against
C. difficile also decreases bile acid amounts in fecal matter (64),
which are both restored by fecal matter transfer (65). Upstream
commensals can thus possibly protect the host from downstream
pathogenic growth by releasing metabolite inhibitors.

Microbes can protect the host by regulating the migration
flows between the lung “island” communities and by influencing
“downstream” communities in the gut. The analogy between lung
and gut ecosystems to island and river ecosystems, respectively,
point to new perspectives. These are clearly local-to-local effects,
although not necessarily organ-to-organ effects (they concern
“subparts” of organs rather than organs per se). Yet they point
to the possibility of organ-to-organ protective effects, and offer
insights about how these effects could be investigated in the future.
It is worth investigating whether migrations between other sites,
for instance, the upper respiratory tract and the stomach (218),
or direct dispersal between oral and vaginal microbiota via sexual
behavior, also exhibit upstream-to-downstream colonization
resistance against infections.

CONCLUDING REMARKS AND
PERSPECTIVES

Previous studies have focused on the local colonization resist-
ance conferred by microorganisms at various sites within the
host. Here we examined protective effects beyond colonization
resistance through both direct and indirect modes of protection.
We highlighted how common types of ecological interactions
give rise to the resistance and tolerance against harmful microor-
ganisms as well as the containment of microorganisms, and how
the innate and adaptive immune systems are activated by protec-
tive microbes, leading to resistance, tolerance, or containment
toward pathobionts and pathogens. A better understanding of
the range, mode, and effects of microbiota-mediated protection
is crucial for therapeutic designs (Box 4). Although evidence

for long-reaching microbe-conferred protection is scarce, we
examined possible ways protective microbes can reach beyond
their local sites, in part by investigating how pathogens spread
their influence across the host.

Why is there so little evidence for long-reaching microbial
protection? First, evidence for long-reaching protection is lim-
ited in part because microbiome research is still in its infancy.
Therefore, despite growing interest in “protective microbes,” only
very few detailed studies are available. Second, many protective
mechanisms are localized actions. Classical dose-dependent
toxicological effects (for instance, bacteriocin production)
are unlikely to be involved in long-reaching mechanisms, as
dilution volume is considerably higher in comparison with the
production of local compounds. Third, technical limitations
likely result in the underestimation of long-reaching protective
microbes. Long-reaching effects rely probably more on low or
even very low concentration mechanisms, with threshold effects
(i.e., quorum-sensing molecules) that are extremely difficult to
identify with classical shotgun metabolomics studies, thus requir-
ing targeted studies. Another difficulty is the transitory release of
long-reaching microbes and signals. For instance, bacteremia or
fungaemia are brief events that are difficult to detect. Last, there
are very few within-host ecological analyses in animal models.
Yet the processes that regulate lung microbiota, for instance, show
that we cannot understand respiratory disease without a dynamic
ecological point of view.

We suggest a form of “co-immunity” between the host and
microbiota. The host is protected against pathogens both by
its own immune system and by the direct or indirect action of
microorganisms, not only at a local scale but also between local
communities and systemically.

It is generally assumed that immunity is the immunity of
one organism, and that this immunity is bounded by the con-
ventional frontiers of that organism (e.g., its skin). Yet it is now
well-established that several immune phenomena transcend the
boundaries of organisms (234). We suggest considering all these
phenomena as instances of a more general process that we dub
“co-immunity” (see also Box 2). We define co-immunity asa form
of immune defense associating components of several organisms
(it is, therefore, a “multi-organism” or “cross-organism” immu-
nity). Co-immunity can include the protection of the young

BOX 4 | Clinical perspectives about microbiota-mediated immunity.

Clinical trials can be designed in two ways to test for the therapeutic effects
of protective microorganisms: either look for yet unknown properties of well-
known in vivo probiotics, or test the clinical effects of candidate microorganisms
found in in vitro or animal models. Such trials are already underway. Based on
in vitro studies of isolated oral commensals (230), a trial is designed to test the
efficacy of oral probiotics to prevent ventilator-associated pneumonia (231).
A pilot study has been conducted to test the tolerance of a nasal probiotic
spray against upper respiratory tract infections (232). Microbe-conferred
protection is important for host health and, as we have reviewed, can vary in
range, mode, and effects. However, such protection may come at a cost for
the host. Careful screening of not just protective effects but also of potentially
harmful properties and long-term side effects are crucial, as well-known
probiotics can exhibit genotoxicity (233) as well as inflammatory diseases and
tumors (145).
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by maternal antibodies (235), microbiota-mediated immunity
(as detailed in the present review), but also population-level
phenomena such as social immunity in insects (236), and “herd
immunity” (in particular through vaccination) (237, 238) in
humans and cattle.

Rohwer and colleagues use the term “non-host derived
immunity” to describe bacteriophage-mediated immunity (98).
But this term also applies to immunity mediated by other com-
ponents of the microbiota (not just bacteriophages) and, even
more importantly, all these correspond to subcases of the wider
category of what we call here “co-immunity” This broad perspec-
tive helps us realize that the idea that immunity can transcend
traditional boundaries of organisms is not as surprising as it
might seem at first sight and is in fact certainly a widespread
phenomenon in nature.

At the same time, the concept of co-immunity opens up
many fascinating questions. One key question is to determine
in which circumstances conflicts may arise between differ-
ent components, and whether these conflicts are regulated.
A microorganism that was protective at one moment can become
detrimental to the host at another moment, for instance, in
immunocompromised states (239). Similarly, maternal antibod-
ies are generally protective for the infant, but they can inhibit
the infant’s response to vaccination (240). Overall, a crucial
advantage of the concept of co-immunity is that it reminds us
that immunity should always be understood as a multi-actor
and dynamic phenomenon.
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Abstract

Resident microorganisms, known as the microbiota, are essential for many physiological functions
including protection against pathogens. Microbiota is indeed required for proper immune system
development and function, and can also host-independently protect against infections. Thus, a co-
constructed view of host defense involving both host and microbiota, named “co-immunity”, has
been proposed, and the idea of an “immunological holobiont” has been suggested. Yet this view of
co-immunity might be too limited, as experimental work has shown that the immune system is
involved in functions other than defense, essentially development and repair. Microbiota, through
co-immunity, is thereby most likely involved in these functions, although strong evidence is currently
lacking. Moreover, as our point of view is mainly host-centered, we may miss the implications of co-

immunity at broader scales, including cellular and populational levels. Intriguingly, co-immunity
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effects could be beneficial for one function and/or one level, while detrimental for others. All these
elements should be taken into consideration for microbiota manipulation, in order to avoid

potentially harmful side effects.
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1. Introduction: From immunity against microbes to co-immunity between hosts and

microbes

Microorganisms have long been seen as intrinsically and essentially harmful, and therefore as entities
against which potential hosts must protect themselves. This has led to the concept that organisms
isolate themselves from their microbial environment, and are protected against such microbial
threats by their immune system, understood as a “defense” system (Burnet 1962; Clark 2008). Yet
resident microorganisms are now clearly recognized as an integral and crucial part of our protective
system against pathogens. Commensal bacteria, viruses, fungi and helminths can indeed protect
their hosts against a variety of pathogens (Buffie and Pamer 2013; Belkaid and Hand 2014; Pamer
2016). We have recently proposed to label “co-immunity” this host-microorganism partnership

ensuring host defense (Chiu et al. 2017).

In this short essay, we present our main arguments in favor of the idea of co-immunity, before
showing that this concept must be expanded in two main directions, namely the influence of the

microbiota on non-defensive immune activities, and on multiple levels of immune responses.

A few remarks about the vocabulary used in the present paper are in order. We define “microbiota”
as all the resident microorganisms living in or on a host, regardless of the nature of their ecological
interaction (parasitic, commensal, and mutualistic) with the host, their size, or taxonomic category
(bacteria, viruses, fungi, or parasites such as helminths). In addition, we understand the notion of
“holobiont” physiologically, as the collective entity composed by the host and its resident microbiota
and displaying functions realized jointly by the host and the microbiota (Chiu and Eberl 2016; Pradeu
2016). We do not claim that this collective entity is an evolutionary unit, contrary to the dominant
(and disputed) use of the term “holobiont” (Vandenkoornhuyse et al. 2015; Bordenstein and Theis

2015; Douglas and Werren 2016; Skillings 2016; Doolittle and Booth 2017; Roughgarden et al. 2017),
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though it could qualify as an ecological unit (Hester et al. 2016). Moreover, the crux of our arguments
concerns the details of how the microbiota influences immunity, and these arguments applies to the
intimate association between a host and its microbiota, whether or not one considers that such

association qualifies as “holobiont”.

2. What is “co-immunity”?

In a recent paper (Chiu et al. 2017), we have proposed the concept of “co-immunity”. This concept
builds on previous knowledge about the potentially protective role of the microbiota, but makes also

several steps further.

Recent work has distinguished two main modes of microbiota-induced protection: a direct one via
microbe-to-microbe interactions and an indirect one via activation by the microbiota of host’s
immune system. For instance, probiotic Escherichia coli Nissle 1917 directly outcompetes
commensal and pathogen Escherichia coli and Salmonella Typhimurium via micromicin secretion
(Sassone-Corsi et al. 2016), while protozoan Tritrichomonas musculis indirectly protects from gut S.
Typhimurium infection through the promotion of inflammatory Thl and Th1l7 type immunity
(Chudnovskiy et al. 2016). These two modes of protection are grouped together under the concept of
“colonization resistance”, which refers to all forms of host-dependent or host-independent

resistance to pathogens that is induced by the microbiota.

Still, this classic concept of microbiota-induced protection is too narrow for two reasons: on the one
hand, the concept of colonization resistance is generally limited to a single defense strategy, that is
the resistance against pathogen’s establishment and growth; on the other, protective effects are
limited to the immediate vicinity of protective microbes. Thus, colonization resistance seems too

limited to embrace the variety and the complexity of microbiota-mediated protective effects.
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First, other protective mechanisms than colonization resistance exist, namely containment and
disease tolerance. Containment is the controlled localization of microbes within a particular site
inside the host. For instance, in various organisms, bacteriophages that adhere to mucus
glycoproteins can prevent translocation of bacteria, thus providing a host-independent localized
protection of mucosal surfaces against bacterial infections (Barr et al. 2013). Disease tolerance is the
limitation of host’s tissue damages induced by pathogens, without pathogen elimination. As an
illustration, Bacteroides fragilis in the gut affects systemic T-cell responses through the action of the
bacterium-derived polysaccharide A, which protects against pathobiont Helicobater hepaticus colitis
via the production of anti-inflammatory IL-10 by CD4+ T cells and the promotion of regulatory T cells,

without any effect on pathogen fitness or load (Mazmanian et al. 2008).

Second, microorganisms in one organ (mainly the gut) can influence immune responses in other
organs. Long-reaching protective effects are less documented than local effects in the scientific
literature, but convincing examples exist. For instance, mice challenged with pulmonary
staphylococcal infection but lacking segmented filamentous bacteria in their gut microbiota show
more severe infection with higher bacterial load and mortality, associated with diminished lung
concentration of Th17 immune effector cells. Reintroduction of segmented filamentous bacteria is

sufficient to restore protective effect (Gauguet et al. 2015).

Thus, we propose a systematic classification of protective mechanisms that includes a broader range
of defensive strategies than localized colonization resistance, distinguishing the modes (direct or
indirect), the ranges (localized or long-reaching) and the effects (mechanisms) of protection (see
Figure 1). The notion of co-immunity that we propose (i.e., a form of immune defense associating
components of several organisms), which in the present contexts combines components of the host

and of the microbiota, includes all these different modes, ranges, and effects.

3. Enriching the concept of co-immunity in terms of activities and levels

99



112

113

114

115

116

117

118

119

120

121

122

123

124

125

126

127

128

129

130

131

132

133

134

135

Despite the encompassing nature of the concept of co-immunity, we think it is still too limited, and
must therefore be expanded in two main directions. First, immunity is not limited to defense
strategies, and taking this fact into account extends significantly the implications of the concept of

co-immunity. Second, co-immunity might concern other levels than that of the individual organism.

a. Co-immunity beyond defense

We previously defined co-immunity as a form of immune defense (Chiu et al. 2017). But what does
“defense” exactly mean in this context? If we agree that to defend means to fight or to help to fight
against an external aggression, which is the commonly accepted definition, colonization resistance
and containment can be considered as defense mechanisms, acting as “knights” — either using a
“shield” (protection) or a “sword” (attack). But should disease tolerance be always considered as a
defense mechanism? In the case of the inhibition of pathogenic toxins, for instance (de Sablet et al.
2009), it might be said so. But the toleration (rather than the destruction) of pathogens can be a cost-
effective alternative when upkeep of pathogen fitness does not strongly decrease host fitness (e.g.,
when pathogen virulence is low), especially since the side effects of aggressive inflammatory immune
responses are sometimes more damaging to the host than the “infection” itself. For instance, gut
commensal Escherichia coli 021:H+ antagonizes muscle wasting during Burkholderia thailandensis or
Salmonella Typhimurium infections, without a negative impact on the fitness of these pathogens
(Schieber et al. 2015). In this precise case, disease tolerance could act more like a wise gate-keeper
than like a knight, away from a strictly speaking defense action, and sometimes paving the way for a

potentially mutualistic relationship.

Moreover, we know that immunity is implicated in many other activities than protection alone. The
immune system plays indeed a key role in robustness, that is the capacity for each organism to
develop, defend, and repair (Laurent et al. 2017; Truchetet and Pradeu 2018). Could co-immunity be

implicated in development-associated and repair-associated activities?
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The notion that animal development universally relies on microbial cues (developmental symbiosis)
is gaining traction (Gilbert 2016). However, in most cases the three actors’ game between
microbiota, immune system and development remains to be demonstrated, as for the most part
what we have is correlations only. A much studied bacterial symbiosis in the animal world is the
association between the squid Euprymna scolopes and the bacterium Vibrio fischeri, where a crucial
step of the squid’s organogenesis relies on the presence of this particular bacterium. V. fischeri is
specifically required for the E. scolopes’ light organ to fully develop, which is to lose its superficial
ciliated field. This action is linked with a direct interaction between tracheal cytotoxin (a fragment of
the peptidoglycan) released by V. fischeri and epithelium-lined crypts of the light organ (Koropatnick
et al. 2004). Pathways explaining developmental effects distant from this specific epithelium
probably involve macrophage-like hemocytes that are recruited during V. fischeri colonization
(McFall-Ngai et al. 2010), suggesting that in the present case organogenesis relies on the interaction
between a specific bacterium and the animal’s immune system. Interestingly, microscopic
examination of various squid tissues revealed that host hemocytes specifically migrate into the
epithelial fields on the surface of the light organ before any signal of morphogenesis changes,
suggesting a causal link between hemocyte modifications and organogenesis. Moreover, hemocyte
gene expression correlates with the induction of light organ morphogenesis, suggesting that
bacteria-induced molecular changes in the hemocytes are required for their developmental effects.
However, direct impact of V. fischeri on hemocytes’ gene expression has yet to be demonstrated

(Koropatnick et al. 2007).

Microbiota in association with the immune system is also suspected to play a role in the
development and the organization of the enteric nervous system (Obata and Pachnis 2016). For
instance, in the network of murine enteric nervous system, mucosal glial cells develop in response to
gut microbiota, but it is unclear whether this is a consequence of direct glia sensing of microbial
factors, or if it is instead mediated by the immune system (Veiga-Fernandes and Pachnis 2017). In

humans, the microbiota is suspected to play a role in neurodevelopment, this having been
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particularly studied in autism (Kelly et al. 2017). Microglia development, maturation and function are
influenced both prenatally and postnatally by the microbiota (Erny et al. 2015); as microglia
contribute to brain development, microbiota could indirectly influence brain development (Thion et

al. 2018), though more research is needed to entirely establish this claim.

Concerning repair, some studies show a beneficial role of peculiar species in healing intestinal ulcers
and cutaneous infections (Lukic et al. 2018), potentially through systemic effects of beneficial
bacteria, whereas others point to an accelerated and scarless skin healing in germ-free conditions
(Canesso et al. 2014). Interestingly, the three actors’ game between the microbiota, the immune
system and repair processes have begun to be deciphered. A link between the microbiota and
intestinal repair was suspected after the discovery that toll-like receptor (TLR) activation by
microbiota components is needed to promote tissue repair and host survival following acute injury
(Rakoff-Nahoum et al. 2004). Moreover, Lai et al. showed that lipoteichoic acid, produced by skin
commensal Staphylococcus epidermidis, can bind to TLR 2, and thus mitigate inflammation, thereby
promoting wound healing (Lai et al. 2009). More recently, Linehan et al. showed that a skin
commensal can induce a specific T-cell response that accelerates skin wound healing, proving the
implication of the immune system in microbiota modulation of tissue repair (Linehan et al. 2018).
Notably, commensal-specific T-cells expressed repair signature genes and were different from

pathogen-induced ones.

Together, these results suggest that the boundaries of our conceptual framework need to be
extended, and raise a new question: if a microbe can modulate different immune functions, is there a
possibility that what we call a pathogen because of its deleterious effect on one function could be
beneficial in another immune function? And, conversely, can a protective microbe for one function

be deleterious for another function? The latter is crucial for safety of microbiota interventions.
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b. Co-immunity beyond the level of the organism

Our vision of protection is usually centered on the level of the organism. Yet co-immunity could occur
at different scales, both within and beyond the organism. This raises the question of whether

pathogenic effects can impact differentially the various levels under consideration.

At the populational scale, microbiota transmission could be implicated in social immunity in insects
(Cremer et al. 2007), and in “herd immunity” (Fine 1993) in humans and cattle, whose prototypical
example is vaccination. Social immunization, that is the interindividual transmission of protective
properties against pathogens, is a part of social immunity and has been observed in termite
Zootermopsis angusticollis (Traniello et al. 2002) and in Bombus terrestris bumblebee (Sadd et al.
2005). Precise mechanisms are unknow, and cannot involve antibody transmission in invertebrate
animals (Moret and Schmid-Hempel 2001). As microbiota transmission is strongly favored by sociality

(Kwong and Moran 2016), it could be the vector of this sort of social immunity.

In humans, the carcinogenic effect of Helicobacter pylori on gastric mucosa is well-known, but at the
organism scale H. pylori infection is associated with a protection against tuberculosis (Perry et al.
2010), which can hypothetically modify the transmission of infection at the population level. It is also
plausible that a peculiar microbiota could protect one host from the damages induced by a pathogen,
for instance by inducing disease tolerance, thereby encouraging its growth and transmission and
decreasing population’s fitness, though evidence for such a phenomenon is currently lacking. In the
opposite way, a peculiar microbiota could increase community fitness, while disadvantaging

predisposed hosts (altruistic immunity).

Within a multicellular organism, it is perfectly plausible that a bacterium hosts a phage that protects
the bacterium against pathogens (which means that there is a co-immunity between the bacterium
and the phage), but this association weakens the immune protection of the multicellular host against
a given pathogenic threat in a given context. It is also conceivable (though no evidence currently

exists for this, to our knowledge) that an intracellular microorganism increases cell-intrinsic immunity

103



212

213

214

215

216

217

218

219

220

221

222

223

224

225

226

227

228

229

230

231

232

233

234

235

236

10

(i.e., immunity at the level of a cell) (e.g, (Bieniasz 2004; Yan and Chen 2012; Ablasser et al. 2013)), at
the expense of the immune response of the whole organism against a given pathogen. This could
happen in plants, for example, where immunity is to a large extent dependent on cell-intrinsic
processes, making the coordination of these cellular responses at the higher level of the organism
quite complicated (Szittya and Burgyan 2013). Other interesting cases of conflicts between levels of
co-immunity could include organisms that transition from a unicellular to a multicellular stage, with
the emergence of collective immunity at the multicellular level, like Dictyostelium discoideum (Chen
et al. 2007). Here again, one could imagine an intracellular symbiont favoring the immune protection
of a cell within the multicellular slug, but detrimental to immune protection of the slug as a whole
against a given pathogen. Though speculative, these considerations are plausible, and it is likely that
the lack of evidence about such phenomena is to a large extent due to lack of investigations based on

these exact questions.

4. Conclusion

The immune system is so dependent on its interactions with the microbiota for its development and
functioning that the “pure” eukaryote-only concept of immunity seems to progressively vanish. In
parallel, “host-independent” immune protection is very relative, as microbiota composition is
actively modulated by the immune system. Thus, a co-constructed view of immunity (according to
which immunity is the product of the intricate contribution of both the host and the microbiota) is

essential.

The question can be raised as whether it is useful to continue to use the term “immunity” alone, or if
this term should be completely replaced by that of “co-immunity” (see Figure 2). Considering

protective immunity as a distinct physiological function and the holobiont as an individual, co-
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immunity could give birth to the notion of a “immunological holobiont”, without again assuming that

this entity constitutes an evolutionary unit (Pradeu 2016; Postler and Ghosh 2017).

It might be possible to object to our argument here that the vision of the immune system as
multifunctional is not consensual, and that evidence concerning development and repair mediated
by a dialogue between the immune system and the microbiota is scarce. In response, we would say
that recent research does seem to point in that direction and that, as philosophers and medical
doctors involved in microbiota research, our aim is mainly to try to open up original avenues for
future research. We suggest that testing the potential beneficial effects of a new bug should be
accompanied by a broad reflection about its impact on all immune functions (not just defense), at
different scales (not just that of the organism), and in different contexts. This expanded view of co-
immunity should also be combined with a switch from a host-centric view (as is usually the case in
discussions over “holobionts”) to a microbe-centric view. This switch is likely to further enrich the co-

constructed view of immunity that we have tried to propose in this essay.

Localized protection

Long-reaching protection

Range

Protective Microbes

Colonization resistance Eﬁ ect Mode Direct microbe-to-microbe
protection
Containment Indirect, host-mediated
protection

Disease tolerance

Figure 1. An expanded view of microbe-conferred protection. Microorganisms can protect the host in
different ways, depending on the mode of protection (direct ecological and indirect host-mediated),
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the effects of protection (colonization resistance against pathogenic establishment and growth,
containment of pathogens and their effects, and disease tolerance of pathogens while suppressing
their negative effects), and the range of protection (localized or long-reaching, with the latter further
divided into protection that is systemic or from one locale to another locale). All three aspects of
protection can occur in combination. Long-reaching protection, for instance, involves both direct
(ecological) and indirect (host-mediated) modes of protection that result in colonization resistance,
containment, or disease tolerance effects. Source: Frontiers in Immunology (Chiu et al. 2017).

Olonizatid ¢ ¢
gsistance

Figure 2. Conceptual transition from colonization resistance as a peripheral part of our
understanding of immunity to co-immunity as an integrated sub-part of immunity, and finally to co-

immunity alone.
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Projet

L’association entre des modifications du microbiote et les MIC est attestée par de nombreuses études.
Un lien causal est plausible en raison des trés nombreux effets du microbiote sur la physiologie de
I’'h6te. Méme en l'absence de causalité, une association pourrait permettre d’identifier des
biomarqueurs utilisables en pratique clinique. Actuellement, un des défis majeurs dans les MIC est de
permettre une thérapie personnalisée, ciblée. La recherche de biomarqueurs microbiotaux de réponse
aux anti-TNFa est donc particulierement intéressante, d’autant plus dans les SpA ou aucun facteur
prédictif n’est clairement reconnu.

Par ailleurs, I'étude des effets directs du TNFa sur le microbiote intestinal présente un intérét
particulier dans la mesure ou ils pourraient permettre une meilleure compréhension de I'action des
anti-TNFa.

Hypotheses

Dans les MIC, la relation h6te-microbiote apparait déséquilibrée pour plusieurs raisons, génétiques et
environnementales.

L'étude approfondie de I’'h6te, comprenant les GWAS, les profils cytokiniques et les données
d’'immunome disponibles, n’a pas abouti a I'obtention de résultats transposables en pratique clinique
pour stratifier nos patients et leur proposer une prise en charge personnalisée.

Le défi thérapeutique dans ces maladies complexes est en effet de proposer rapidement le traitement
le plus adapté.

Nos travaux se sont focalisés sur les traitements anti-TNFa, les plus anciennes biothérapies dans les
MIC, dont le mécanisme d’action n’est pas totalement élucidé.

Notre hypothése est que les anti-TNFa permettent une restauration de ’lhoméostasie muqueuse
intestinale entre I’hote et le microbiote digestif, par une action sur ’h6te en modérant la réponse
inflammatoire, mais également par une action directe sur les composants du microbiote digestif, via
une régulation inter-regnes. Une composition particuliere du microbiote digestif pourrait prédire
I'efficacité thérapeutique, soit en étant elle-méme « répondeuse » au traitement, soit en
potentialisant son action, soit en reflétant un état inflammatoire particulier répondant
particuliérement au traitement.
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Objectifs

Notre projet de recherche comportait deux axes principaux :

1) Etude clinique
O Etudier la composition du microbiote intestinal de patients atteints de
spondyloarthrite, avant et apres introduction d’un traitement par anti-TNFa, a la
recherche en particulier de candidats au role de biomarqueur prédictif de la réponse
clinique a ce traitement

2) Etude in vitro
O Rechercher des effets directs du TNFa sur la croissance de microorganismes
commensaux ou pathogénes
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Résultats expérimentaux
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Article 1 : la composition du microbiote intestinal de patients atteints de
spondyloarthrite pourrait permettre de prédire le profil de réponse aux
anti-TNFa

Les modifications de la composition du microbiote intestinal sont mal connues dans les SpA. Il existe
de nombreux arguments en faveur, d’une part, de I'existence d’une inflammation digestive dans ces
pathologies et, d’autre part, d’'une association entre les modifications immunes que I'on retrouve dans
ces pathologies et des modifications de composition du microbiote intestinal.

Notre travail avait pour objectif d’étudier les modifications de la composition du microbiote intestinal
bactérien chez des patients atteints de SpA, avant l'initiation d’un traitement par anti-TNFa et trois
mois apres le début de ce traitement. Cette durée permettait de définir la réponse ou la non-réponse
clinique, et donc d’établir a posteriori des associations entre composition du microbiote intestinal
avant traitement et réponse clinique a trois mois. Ce type d’étude longitudinale avant/aprés
traitement n’a jamais été réalisé dans les SpA.

L’étude du microbiote intestinal a été réalisée par séquencage du géne de I’ARNr 16S a partir
d’échantillons de selles.

Chez 19 patients inclus, nous n’avons pas retrouvé de modification de taxon bactérien statistiqguement
significative aprés trois mois de traitement par anti-TNFa. Cependant, la diversité bactérienne avant
traitement des patients non-répondeurs était inférieure a celle des répondeurs et des répondeurs
partiels, et cette différence n’était plus visible apres trois mois de traitement.
Un nceud taxonomique, I'ordre des Burkholderiales, était prédictif de la réponse clinique. Une plus
grande concentration de Burkholderiales avant traitement était associée a une meilleure réponse
clinique.

Cette étude suggére une influence croisée entre traitement par anti-TNFa et microbiote intestinal.
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Spondyloarthritis (SpA) pathophysiology remains largely unknown. While the association with genetic
factors has been established for decades, the influence of gut microbiota is only an emerging direction
of research. Despite the remarkable efficacy of anti-TNF-o treatments, non-responders are frequent
and no predictive factors of patient outcome have been identified. Our objective was to investigate
the modifications of intestinal microbiota composition in patients suffering from SpA three months
after an anti-TNF-a treatment. We performed 165 rDNA sequencing of 38 stool samples from 19
spondyloarthritis patients before and three months after anti-TNF-a treatment onset. SpA activity
was assessed at each time using ASDAS and BASDAI scores. Some modifications of the microbiota
composition were observed after three months of anti-TNF-c treatment, but no specific taxon was
modified, whatever the clinical response. We identified a particular taxonomic node before anti-
TNF-a treatment that can predict the clinical response as a biomarker, with a higher proportion of
Burkholderiales order in future responder patients. This study suggests a cross-influence between anti-
TNF-a treatment and intestinal microbiota. If its results are confirmed on larger groups of patients, it
may pave the way to the development of predictive tests suitable for clinical practices.

Spondyloarthritis (SpA) pathophysiology involves a genetic background, characterized by a strong association
with the HLA-B27 genotype and a weak link with up to 40 other genes (IL-23R, ERAP1, TNFRSF15...)". The role
of some environmental factors has also been shown, such as smoking?. More recently, a large body of evidence has
emphasized the implication of the gut in the SpA pathophysiology, and more specifically of an intestinal dysbiosis.
In HLA-B27 transgenic rats, the germ-free animals failed to develop the disease phenotype that was restored by
the introduction of bacteria in food supply, specifically with some bacterial cocktails containing Bacteroidetes
species®. In human, overlap between SpA and inflammatory bowel disease (IBD) is common: about 5-10%
of SpA patients develop IBD, while up to 30% of IBD patients may develop inflammatory arthritis®’; moreover
up to 60% of patients with SpA present microscopic gut inflammation®”. In addition, clinical remission of SpA
is always associated with normal digestive histology, while the persistence of rheumatic symptoms is mostly
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associated with a persistent intestinal inflammation'®. These data suggest a close physiopathological link between
gut inflammation and SpA, the recent demonstration of the crucial role of the gut microbiota in IBD raising the
same query in SpA'’.

Five Next-Generation DNA Sequencing (NGS) studies compared the gut microbiota of patients suffering from
SpA spectrum disease with that of healthy controls. Stoll ef al. examined gut microbiota of 25 pediatric patients
with enthesitis-related arthritis and 13 healthy controls'2. They showed that these patients exhibited a signifi-
cant reduction of Faecalibacterium prausnitzii, as observed in Crohn’s disease. Costello et al. studied terminal
ileal biopsies obtained during colonoscopy in nine ankylosing spondylitis (AS) patients and nine controls. They
observed an increase in Lachnospiraceae, Veillonellaceae, Prophyromonadaceae and Bacteroidaceae and a decrease
in Ruminococcaceae and Rikenellaceae in patients compared with healthy control subjects'?. Still in AS, Wen et
al. performed a quantitative metagenomic study on 97 AS patients and 114 healthy controls. They found in AS
patients an increase in the abundance of Prevotella melaninogenica, Prevotella copri, and Prevotella sp. C561 and
Bifidobacterium genus, and a decrease in Bacteroides spp.'*.

Concerning SpA, Tito et al. performed investigation of bacterial composition from ileal and colonic biopsies
from 27 SpA patients'®. They found different microbial profiles associated with the status of inflammation in the
tissue and observed positive correlation between abundance of Dialister sp. and Ankylosing Spondylitis Disease
Activity Score (ASDAS). More recently, Breban et al. compared microbiota composition of 87 SpA patients to that
of 69 controls. Microbial diversity was lower in SpA patients, with a marked increase of Ruminococcus gnavus'®.

Tumour necrosis factor alpha (TNF-a) inhibitors have revolutionized the treatment of SpA patients who failed
to respond to NSAID and conventional Disease-Modifying Anti-rheumatic Drugs (DMARDs)'”'8. However,
non-response to this biotherapy is a major concern for clinicians, as only about 30 to 50% of patients exhibit a
meaningful clinical response!*?. The mechanism of action of these widely-used molecules is still a matter of
debate. The most commonly accepted hypothesis is that, by acting on host immune cells, they down-regulate the
inflammatory cascade leading to clinical symptoms®’.

In this context, the aim of our study was to investigate the modification of the intestinal microbiota three
months after the introduction of an anti-TNF-« treatment and to look for a relationship between the characteris-
tics of the microbiota composition at MO and the clinical response to treatment.

Methods

All methods were performed in accordance with the relevant guidelines and regulations.

Study design and patients. We conducted a bicentric prospective observational hospital-based explor-
atory study from September 2013 through August 2015 at the Rheumatology departments of the Bordeaux
University Hospital and of Cochin University Hospital in Paris. Patients’ inclusion criteria were as follows: (i) at
least 18 years of age, with a diagnosis of axial only or axial and peripheral SpA fulfilling the ASAS imaging crite-
ria, (ii) naive to anti-TNF-q, justifying the initiation of an anti-TNF-« treatment according to current guidelines
(recommendations of the French Society for Rheumatology)? and (iii) affiliated to health insurance. Exclusion
criteria were as follows: patients with (i) an inflammatory bowel disease, (ii) an history of bowel resection or
digestive stoma, or under antibiotic treatment in the three months before inclusion, (iii) any contra-indication
to anti-TNF-a therapy, (iv) refusal to sign the informed consent or linguistic or cognitive difficulties that did not
allow a full understanding of the consent form, (v) pregnancy or breastfeeding, or the refusal to follow an effective
contraception method for all the study duration (for women).

Informed consent was obtained from study participants. The non-interventional character of this study has
been approved by the ethical committee “CPP Sud-Ouest et Outremer III”. All enrolled patients were followed
in the service of rheumatology at Bordeaux University Hospital or Cochin University Hospital, where a first
anti-TNF-o treatment for SpA was initiated. Clinical characteristics of SpA were registered at two times of stool
sampling, at enrollment (MO0) and after three months of biotherapy (M3); activity was assessed using ASDAS and
BASDAI scores?. The lack of clinical response was defined by an ASDAS improvement <1, partial response by
an ASDAS improvement between 1 and 2 and clinical response by an ASDAS improvement >2. CRP levels and
HLA-B27 status were obtained by systematic blood tests.

The choice of anti-TNF-a drug and dosage was left to the discretion of the clinicians in accordance with
standard practices. Possible combination with other treatments (immunosuppressant agents, corticosteroids, non
steroidal anti-inflammatory drugs) has been left up to the clinicians and recorded in the Supplementary Table 1.

Sample collection and DNA extraction.  Stool samples were collected at M0 and M3 and frozen at —80°C
within 24 hours after collection. DNA contained in feces was extracted with Dneasy® Blood & Tissue Kit (Qiagen)
according to DNeasy Blood & tissue handbook (Qiagen). In order to optimize the extraction for Gram-positive
bacteria, we added a combination of lysostaphin and lysozyme (20 mg/ml in lysis solution). We then used silica
columns, provided with the previously described kit, to separate DNA from other prokaryotic cells components.

16S amplification. 165 DNA from 38 samples (19 x 2) was amplified using 2x Phusion GC Master mix and
primers 515F and 806 R (5'CTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTGTGCCAGCMGCCGCGGTAA and
5'GGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTGGACTACHVGGGTWTCTAAT, respectively), targeting var-
iable V4 region of 16S bacterial DNA. Maximal expected amplicon length of 347 bp was compatible with direct
paired-end MiSeq Illumina sequencing. The DNA was amplified using Master Mix Phusion GC Buffer (New
England Biolabs®). PCR conditions were as follows: 30 ng of DNA, two primers with final concentration 10 uM
each, 25l of Master Mix Phusion GC Buffer, and completion with water leading to a final volume of 50 pl. Cycle
conditions were as follows: 1 cycle of 98°C, 30s (hot start activation); 25 cycles of 98 °C,10's (denaturation)/60°C,
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30s (hybridation)/72°C, 455 (elongation); and 72 °C during 7 min (final elongation). Then, purification with
magnetic beads was performed (Beckman Agencourt® AMPure).

Library build and sequencing. Resulting libraries were pooled, normalized and denatured according
to Illumina protocol. Samples were then deposited on a MiSeq flowcell 15 M and sequenced using the MiSeq
Ilumina® sequencer at the Genome Transcriptome facility of the University of Bordeaux, generating paired-end
reads of 2 X 250 bp. Raw data have been deposited in the ENA sequence read archive (ENA accession number
PRJEB23107).

16S bioinformatic sequence analysis. Raw reads were quality filtered using the NGS QC toolkit (version
2.3.3)** and kept if both of the paired reads passed the filter criteria. The cutoff for quality score was >20 Q30 and
>70% of the total read length should have high-quality bases. Possible human contamination was filtered out by
mapping the remaining high quality reads against the human genome (Homo sapiens alternate assembly HuRef
GCF_000002125.1) using BWA (version 0.7.12)* with default parameters. Possible chimeric sequences were fur-
ther identified and eliminated using DECIPHER (version 2.14.1)*°. Remaining reads were aligned with BWA
against the 16S sequences contained in the GreenGenes database (v13.5)”” keeping all the hits (Supplemental
Table 2).

Two complementary methods for analyzing microbiota composition were used: operational taxonomic
units (OTU) and taxonomic assignment with tango. First remaining reads after filtering were classified using
USEARCH_global method of VSEARCH v2.3.0% against 16S OTUs from GreenGenes database with a 97% iden-
tity threshold. We have further analysed microbiota richness of our samples by building rarefaction curves based
on the OTU computation with the R package vegan®. Microbiota alpha diversity as expressed by Shannon and
Simpson indexes was computed from the OTU occurrence matrix. To calculate phylogenetic beta diversity, we
used a weighted UniFrac metric*® implemented by R package phyloseq.*! by inputting OTU table (Supplemental
Table 3) and GreenGenes OTU tree. Then, to robustly deal with the reads mapped to multiple taxa, we used Tango
for taxonomic assignment with g-value parameter set to 0.5* This approach allows using ambiguous reads by
assigning them to higher taxonomic ranks. Consequently, the number of reads assigned to the root was equal
to the total number of high quality reads of the sample. Number of reads assigned at every taxonomic node was
normalized by the total number of reads in each sample. Normalized counts of all samples were combined in a
global occurrence matrix (Supplemental Table 4).

Prediction of bacterial function. Biological function of the assigned microbiota was predicted using pre-
dictive functional metagenome PICRUSt method?. Briefly, OTU table was normalized by copy number using
precomputed tables of gene counts from GreenGenes. The mean of weighted nearest sequenced taxon index
scores of 0.082 +0.018 suggest a good imputation quality. KEGG orthologs prediction was used to identify
gene families. In total 328 KEGG pathways were imputed. Pathways with no proportion higher than 90% were
removed, leaving 279 pathways. Pathways were analyzed using DESeq. 2, a p-value threshold of 5% and ratio
change of more than 5% was considered significant.

Statistical analysis. Nonparametric Wilcoxon-Mann-Whitney test was used to compare quantitative var-
iables between groups. Correlations were calculated using Spearman method. Correction for multiple-testing
was performed using Benjamini Hochberg test. LEfSe method was used to discover metagenomic biomarkers*.

Ethics approval and consent to participate. Ethical committee CPP Sud-Ouest et Outremer I11;
informed consent was sought from study participants.

Availability of data and material. The datasets supporting the conclusions of this article (raw data) are
available in the ENA sequence read archive (ENA accession number PRJEB23107).

Results

Patients. Nineteen patients were recruited. Given the rarefaction curves, we excluded patient P6 since the
asymptote was not reached in the M0 sample for this patient (Supplemental Fig. 1). Consequently, the analysis
of microbiota sequencing was performed for 18 out of 19 patients who participated in the study (Table 1 and
Supplemental Table 1) and P6 does not appear in figures.

None of them has been treated with any of the biologic DMARD:s prior to the study and they were considered
eligible for anti-TNF-o treatment. Nine patients were referred by Cochin Hospital and nine by Bordeaux Hospital;
13 men and 5 women presented with axial Ankylosing Spondylitis (N = 3) or axial and peripheral Ankylosing
Spondylitis (N = 15). Fifteen of them were HLA-B27 positive. Prior to the beginning of the study, the median
Ankylosing Spondylitis Disease Activity Score (ASDAS) value was 2.9 4 0.8. Fifteen patients received etanercept,
two received adalimumab and one received infliximab. At time M3, eight patients were determined not to have
responded to the treatment (ASDAS improvement <1), whereas five patients exhibited substantial improvement
(A ASDAS >1.1) and another five patients exhibited a major positive response (A ASDAS >2). BASDAI and
ASDAS scores were higher in non-responding patients (Table 2, p-value = 0.007 and p-value = 0.048, respec-
tively). CRP levels were higher in responding patients (p-value =0.012). No difference was found between the
groups in terms of sex ratio, age, disease duration or HLA-B27 status.

Microbiota composition description. The median number of high-quality reads per patient was 913,431
(from 223,961 to 2,131,801). After removing singletons, reads were assigned to 24,732 unique OTUs. We used
the taxonomic assignment to compare the profiles of patients’ microbiota at a phylum-level (Fig. 1). The fecal
microbiota of most patients was characterized by a very high proportion of Firmicutes followed by Bacteroidetes,
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Patients N 18
Females 5(28%)
Age (years)* 37414
Disease duration (years)* 2+14
HLA-B27 positive 15 (83%)
Localisation

Axial 3(17%)
Axial and peripheral 15 (83%)
Mo

CRP (mg/L)* 74107
ASDAS* 29+0.8
BASDAI* 49+17
M3

CRP (mg/L)* 2+12
ASDAS* 14409
BASDAI* 20+23
Response at M3

non responder (NR) 8 (44%)
partial responder (PR) 5(28%)
responder (R) 5(28%)
A ASDAS* 13+1.2

Table 1. Demographic and clinical characteristics of patients. *Medians + SD.

Clinical response R(n=5) PR (n=5) NR (n=8)
Females 0(0%) 2 (40%) 3(37%)
Age (years)* 24410.1 40+19.8 3749.7
gf:::;d“““"“ 2415 74233 | 1£106
HLA-B27 positive 4(80%) 4(80%) 7 (87%)
Localisation

Axial 3(17%) 4(17%) 5(17%)
Axial and peripheral 15 (83%) 16 (83%) 17 (83%)
CRP (mg/L) at MO* 124+15.5 8+48 2+32
ASDAS at M0* 4.040.6 24+04 22+0.8
BASDAI at M0* 1.0£04 1.8£0.6 5022
A ASDAS* 2.8+0.5 13403 0.1£0.7

Table 2. Demographic and clinical characteristics of patients according to clinical response. *Medians & SD.

Tenericutes and Proteobacteria. Patient 19, who exhibited the most aggravating disease despite treatment as
shown by negative AASDAS score and increased inflammation confirmed by a higher level erythrocyte sedi-
mentation rate at M3 vs M0, (Supplementary Table 1), exhibited a clearly different microbiota profile with more
Proteobacteria than other patients at MO and M3.

Effect of the anti- TNF-c treatment on microbiota composition.  First we compared the global com-
position of the fecal microbiota at MO and M3. For all patients as well as for responder or non-responder sub-
groups, some modifications were observed after treatment, but differences were not significant after multiple-test
correction.

Subsequently, we compared the microbiota composition before and after treatment at the taxonomic levels:
order, family, genus and species. There were a number of taxa that differ in proportion at the two time-points
(Supplementary Table 4), with four decreasing and 15 increasing at M3. These differences were not significant
after multiple-test correction. In addition, no characteristic for MO or M3 microbiota composition was observed
using LEfSe method.

Still using taxonomic assignment, we then compared the variation of proportion of each taxa between M0 and
M3 for each patient with the mean value of variation in all patients. This comparison is expressed as a z-score,
which is the number of standard deviations that separate the value of interest from the mean of all the values. A
value below the mean gives a negative z-score, indicating a significant decrease of the taxa when a value above the
mean gives a positive z-score, corresponding to an increased proportion of the taxa. Ratio-normalized reads
assigned with Tango were summed at the order level and z-scores were calculated between M0 and M3 for each
patient and filtered by |z| > 100 (see Supplemental Table 5). Patients that responded well to treatment had few
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Figure 1. Proportion of reads assigned to different phyla. For each patient reads assigned with Tango were
summed up at the phylum level. Proportions of reads belonging to five dominant phyla coloured according to
the legend above are shown. Each row corresponds to one patient at MO and M3, left and right, respectively.
P1-P5 responders (green), P7-P11 partial responders (blue), P12-P19 non responders (red). Median
proportions per phylum = SD are as follows: Firmicutes — 0.82 £ 0.15, Bacteroides — 0.05 4 0.08, Tenericutes —
0.03 £+0.03, Proteobacteria 0.02 +0.15.
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Figure 2. z-scores analysis at the order level. Each point represents z-score between M0 and M3 for one order
for one patient. Dots above the zero black dotted represent an increase in the corresponding taxa’s proportion in
the corresponding patient’s gut microbiome after the TNF alpha treatment, while dots below this line represent
a decrease. Reads assigned with Tango were summed up for each patient at the order level and normalized. The
z-scores were calculated between proportions of reads of each order at MO and M3 (relative to the total number
of reads in the sample) for each patient and filtered by|z| > 100. P1-P5 responders (green), P7-P11 partial
responders (blue) P12-P19 non responders (red).

taxa changing after treatment, and changes were moderate, with most of taxa (6 out of 8) being reduced. Whereas
for each of the non-responding patients many bacterial orders exhibited drastic changes (Fig. 2), the correspond-
ing taxa increased or decreased chaotically in their proportion. These results suggest that patients who did not
respond to anti-TNF-o treatment had high disease activity and unstable microbiota composition.

Finally we analyzed the alpha and beta-diversity of the samples. Alpha diversity evaluates within-community
diversity, i.e. diversity at the scale of one sample. Beta-diversity compares the composition of different commu-
nities, i.e. of different samples. Upon comparing alpha diversity as assessed by Shannon and Simpson indices
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Figure 3. Diversity plots for microbiota patient samples. (A) Shannon and Simpson diversity indices calculated
based on OTU analysis for each type of patient at MO and M3. Shannon index for NR is significantly different
than for R at MO (two-tailed ¢-test with unequal variance, p-value =0.04). (B) PCoA plot of 3-diversity
calculated by weighted UniFrac distances on OTU occurrence table. Left graph is coloured by the date of the
sample. Timepoints M0 and M3 do not form separate clusters (ANOSIM, R= —0.011, p-value 0.641). Right plot
is colored by the type of patient’s response (partial responders are removed for clarity). Patients with different
level of response form significant clusters (ANOSIM, R=0.1032, p-value 0.042).

we observed a difference between responder (R) and non-responder (NR) patients at MO (Fig. 3A). The clinical
response to anti-TNF-a treatment observed for a given patient at M3 correlated with the observed sample diver-
sity at MO (Spearman r = 0.54, p-value = 0.022). This suggests that patients with reduced initial microbiota diver-
sity are more likely to fail to the anti-TNF-« treatment. However, the treatment abolishes the differences among
patient groups as shown by the absence of any differences among the Shannon and Simpson indices calculated at
M3, suggesting that, independently to the clinical response, anti-TNF-a treatment was able to restore the fecal
microbial diversity in all patients. There was no relationship between any specific drug (etanercept, adalimumab
and infliximab) or clinical feature of the disease (axial, peripheral, severity...) and microbiota diversity at the
beginning or at the end of the study. When phylogenetic beta-diversity, assessed by weighted UniFrac, was used
to establish microbiota distances among patients, there was no apparent grouping of patients before and after
treatment (Fig. 3B, left graph). In contrast, microbiota profiles of R (M0 + M3) appeared to aggregate compared
to non-responders (Fig. 3B, right graph). Microbiota within responding patients appeared to be more uniform
compared to that from non-responding patients, the latter being revealed as a random scattering of the points on
the PCoA plot (Fig. 3B, right graph).

Microbial composition can predict response to anti-TNF-o treatment.  We focused on the two sub-
groups of patients - those strongly responding to anti-TNF-a treatment (R, A ASDAS >2, n=5) and those showing
no response (NR, A ASDAS <1, n=8) and we looked for the microbiota composition at M0 that could be predictive
of the treatment outcome. We found multiple taxa at different levels to be differentially present between R and NR at
MO, however after multiple test correction these results became not significant (Supplementary Table 5).
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(C) Heatmap showing most diversely activated pathways between responders and non-responders at M0 as
predicted by PICRUSt.

Using LEfSe analysis, we found two taxonomic nodes at MO that can predict clinical response at M3 in our
population: Betaproteobacteria class and, belonging to it, Burkholderiales order (Fig. 4A). AUC was 0.86 when
testing Burkholderiales order abundance at M0 as a predictor of clinical response at M3 (Figure S2).

Similarly, at M3 many taxonomic levels appear to be differentially present when R and NR were compared
(Supplementary Table 6). Again, after multiple test correction these results became not significant.

LEfSe analysis confirmed the results of the Wilcoxon test and indicated genus Dialister as the most strongly
correlated with the responding patients at M3 in our population. Non-responders were characterized by the pres-
ence of genus Salmonella (Fig. 4B).

Prediction of bacterial function.  Additionally, we used PICRUSt® to infer functions performed by micro-
biota using KEGG pathways database. This computational analysis allows to predict the metagenome functional
content, matching genes of species found in our samples with a database that links gene sequences to metabolic
functions. We found that at M0, microbiota of half of NR patients presented higher proportion of bacteria that
have predicted genes involved in synthesis of lipopolysaccharides, ubiquinone and phenylpropanoids (Fig. 4C),
that was not found in any R patients. Other non-responding patients have a profile of microbiota function very
similar to that of responders. Patient 19 with an atypical phylum composition is the most distant compared to
other patients also in terms of present microbial pathways.

Discussion

Strength and weakness of this study.  Our study did not compare intestinal microbiota of patients with
those of healthy people, so it does not establish the nature of the dysbiosis that is highly suspected to play a key
role in the pathogenesis of SpA. Furthermore, we did not compare groups of patients treated either by anti-TNF-a
or by all treatment but anti-TNF-q, so we cannot affirm that modifications of microbiota are specifically related to
this pharmacological class. Moreover, although the majority of patients were treated by etanercept, the anti-TNF-«
treatment was heterogeneous in our cohort making each conclusion more difficult, especially considering that in
vitro and in vivo effects are different depending on molecules®. In particular, as we will discuss further, etanercept is
expected to exert specific effects on microbiota. The small number of patients treated by other molecules than etan-
ercept enabled us to focus on specific effects of this molecule. Some of our patients received other DMARDs than
biologics; that could bias microbiota composition even if DMARDs consequences on microbiota composition are
largely unknown. Generally, as our cohort was small, the power of our statistical analysis was limited.

We found that R patients had higher ASDAS scores and CRP at baseline; these results are coherent with previ-
ous studies®®*, which increases the external validity of our study.

We estimated intestinal microbiota by fecal microbiota analysis, even if the two are not equivalent®. However,
using stool samples is the easiest way to assess intestinal microbiota, especially in patients without any digestive
symptoms, and therefore do not require an endoscopy. Moreover, non-invasive methods are more suitable for
developing biomarkers.

Our study is based on 16S rDNA sequencing, which allows only a partial view of microbiota focused on
bacteria. Virobiota, mycobiota and eucaryota of intestinal tract are therefore not considered in this study, and
dynamic interactions between all these microorganisms are consequently not encompassed, although many
studies have shown implications of these actors in IBD physiopathology in particular and in human health in
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general®. Moreover, the quantification of taxonomic nodes is only relative since we use a ratio between the num-
ber of reads of a given taxonomic node and the total number of bacterial reads. In addition, 16S rDNA analysis is
not discriminant enough for some close species. Quantitative PCR could allow more precise inter-sample com-
parisons. Although our predictive metabolic functional analysis is computational, it predicts the abundance of
gene families with quantifiable uncertainty®.

We have not specifically screened inflammatory digestive manifestations in our population, so we have not
evaluated the overlap between rheumatologic and digestive clinical manifestations, which could influence the
results. We also did not take into account differing diets of patients.

Impact of TNF-c inhibitors on microbiota. In this study we have not shown significant modification of
particular taxa after treatment, probably due to low statistical power, but diversity seemed to be restored at M3
in NR.

Modifications of microbiota composition by TNF-« inhibitors could be caused either by indirect or direct
effects. These treatments are well-known to heal and profoundly down-regulate inflammation in the wounded
digestive mucosa, therefore restoring normal structure of digestive epithelium*® and control and tolerance func-
tions toward mucosal microbiota. Thus, they could indirectly change microbiota composition.

More precisely, etanercept exerts a specific action on the host, which could be explained by its structure.
Etanercept is a recombinant TNF receptor-Fc fusion protein*'. Etanercept inhibits not only TNF-a but also sol-
uble TNF-83, aka lymphotoxin-a, while infliximab and adalimumab are monoclonal antibodies that are exclu-
sively directed against TNF-a. Soluble form of lymphotoxin-a controls IgA induction in the lamina propria, and
through this process controls microbiota composition*2. Thus, the effects of etanercept could modify intestinal
microbiota composition in a different way from the others TNF-« inhibitors via reduced IgA levels.

Direct action on the intestinal microbiota, via an inter-reigns regulation (inter-kingdom interaction), is sug-
gested by several studies***. The existence of membrane-bound bacterial receptor to TNF-c has been anciently
suspected, especially on gram negative bacteria®’; in this study the presence of TNF-« seemed to increase viru-
lence of Shigella flexneri. In vitro studies are needed to test the effects of TNF-« inhibitors used in clinical practice
on bacterial gut commensals.

Microbiota profiles as biomarkers of response to treatment.  One of our more interesting results was
that microbiota composition could predict clinical response to anti-TNFE. Interestingly, such predictive capacity
has been emphasized in multiple studies concerning various diseases. Overall diversity as well as presence or
absence of specific taxa have been shown to be biomarkers of disease or response to treatment in other dis-
orders. For example, intestinal microbiota has been proposed as a prognosis factor in colorectal cancer®. In
advanced stages of colorectal cancer an increased colonic colonization by cyclomodulin-producing E. coli and
enterotoxigenic Bacteroides fragilis and Fusobacterium nucleatum has been reported, suggesting a potential use of
microbiota as a colorectal cancer prognosis biomarker?. Moreover, it has been suggested that chemotherapy tox-
icity could be dependent on microbiota composition®’. Indeed, microbial-produced 3-glucuronidases modulate
irinotecan digestive toxicity®. In case of digestive tumors an intact gut microbiota is needed to obtain an optimal
response to oxaliplatin. Indeed, microbiota together with the immune system augment intra-tumor oxalipla-
tin damages, modulating tumor oxidative microenvironment*’. In melanoma, microbiota composition can pre-
dict resistance to immunotherapy-induced colitis and peculiar microbiota species can condition or potentialize
CTLA4 or PD-L1 therapy effects®->. Another recent study in ulcerative colitis patients treated by anti-TNF
therapy revealed lower dysbiosis indices and higher abundance of Faecalibacterium prausnitzii in responders
compared with non-responders at baseline. Furthermore, the authors showed that responders and non respond-
ers exhibited distinct mucosal antimicrobial peptides expression patterns®. Moreover, a recent study has shown
that low concentrations of F. prausnitzii are correlated with early recurrence of Crohn’s disease after anti-TNF-«
treatment interruption®. Studies in the field of rheumatology have shown that rheumatoid arthritis patients have
altered gut and mouth microbiomes that are partly normalized after DMARDs treatment®® and could predict
response to treatment®”. However, the effect on the gut microbiome was shown to be moderate compared to the
oral microbiome. Patients that responded well to treatment were characterized by a greater number of virulence
factors before treatment and also by the reduction in Holdemania filiformis and Bacteroides sp. after treatment®®. It
should be noted that all these results concern other diseases than SpA. Given the differences in physiopathology,
changes in the microbiota composition may also be different.

Comparison with previous results. Similarly to Zhang et al.*%, whose approach in rheumatoid arthritis
patients did not find large differences in gut microbiota composition before and after non-biologic DMARDs
treatment, in our small cohort we only observed moderate changes with limited statistical significance. However,
those differences are consistent with the previous studies of microbiota in spondyloarthritis. First, we observed an
increase of Proteobacteria in patient 19. This phylum has a low abundance in gut flora of healthy subjects and its
increase have been associated with gastric bypass, metabolic disorders, inflammation and cancer®®, which is con-
sistent with our observation of unresolved inflammation in this patient. Second, we observed higher proportions
of pathogenic and potentially pathogenic species in NR patients, specifically Klebsiella oxytoca and Salmonella sp.
It has been shown before that AS patients produce higher levels of anti-Klebsiella and anti-Enterobacter secretory
IgA, which have been hypothesized to interact with self-antigen HLA B27 and promote disease progression™. It
is also known that some gastrointestinal (Salmonella sp., Shigella sp., Yersinia sp. and Campylobacter sp.) and ure-
thral infections (Chlamydia sp.) can trigger reactive arthritis and up to 20% of those cases will develop AS within
10-20 years®*¢!. Considering that NR patients are characterized by the presence of Salmonella sp., especially at
M3 sampling time, we hypothesize that this might be a contributing factor in their SpA development. Third,
previous reports indicated the changes in Bacteroides associated with the state of the disease. The direction of
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the changes varies depending on the cohort'>!. In our study we observed that all NR patients showed a change
in Bacteroides order: five of them had an increase and two a decrease, whereas R patients were not affected. This
result suggests that the proportion of this bacteria order varies significantly in rheumatoid conditions.

Interestingly, R patients at M3 also exhibit higher proportion of Lactobacillus delbrueckii, species known to
carry out the fermentation of kefirs and which has been previously proposed as probiotic in treatment for IBD®2.

Magnusson et al. showed that abundance of F. prausnitzii increased in ulcerative colitis patients during induc-
tion therapy by anti-TNF-«v in R, and not in NR*. A recent study in Crohn’s disease patients has shown changes
in the microbiota composition after TNF-« inhibitor (adalimumab) treatment, with recovery of phylogroups
(Firmicutes, Bacteroides and Actinobacteria) and decrease of E. coli during treatment®. We didn’t found compa-
rable results in our study, but our patient population and treatment molecules were different.

We observed microbiota composition instability over time in NR. Major shifts in microbiota composition have
been associated with diseases such as IBD and neurodevelopmental disorders®, but never with spondyloarthritis.

Perspectives. It is now clearly established that subclinical or even symptomatic gut inflammation is asso-
ciated with SA; nevertheless relationships between cause and effect remain to be established®. In the same way,
we have only observed an association between microbiota composition clusters and clinical response, without
presuming causality. Nonetheless, these results suggest that a specific fecal microbiota signature could be predic-
tive of a good clinical response to the anti-TNF-« treatment, for which no biomarkers currently exist. It could be
particularly clinically relevant to have a reliable test before the initiation of this type of treatment, to first avoid
a delay in symptom relief, and second to ease the financial burden on health services. Prospective studies are
required to confirm these results.

The stability of microbiota composition is considered to be critical for human health in general, and results
from a competitive equilibrium within microbiota’s diverse bacterial, fungal and viral components®. Microbiota
stability in patients could be a good prognostic factor in itself. This hypothesis would require longitudinal
long-term studies in order to be confirmed.

Conclusions

In this study based on microbiota composition analysis before and three months after treatment with TNF-a
inhibitors, no specific taxon was observed to be consistently modified by the treatment. Nevertheless, each of
NR patients displayed drastic differences before and after treatment in microbiota composition at order level,
whereas R patients displayed only few mild differences, suggesting a higher stability of microbiota composition
in R patients. Alpha-diversity of non-responders was lower at MO compared to two other groups (PR and R) and
this difference was rectified after anti-TNF-« treatment. High proportion of Burkholderiales at M0 was associ-
ated with the clinical response at M3, as high proportion of Dialister sp. at M3. All these results suggest possible
biomarkers for anti-TNF-« efficacy in SpA patients.
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Article 2 : le TNFa humain stimule in vitro la croissance de Bacteroides
fragilis

L’écosystéme hote/microbiote présente plusieurs systémes de communication. Au sein de I’héte, et
donc entre les cellules eucaryotes, il existe de nombreuses voies de signalisation dédiées (cytokines,
hormones, neurotransmetteurs etc.). Au sein des bactéries, il existe également plusieurs systemes de
communication permettant notamment aux microorganismes d’adapter leur comportement en
fonction de la densité bactérienne.

Mais ces différents compartiments de I’holobionte ne sont pas étanches. D’'un point de vue
évolutioniste, les différents protagonistes ont en effet tout intérét a percevoir finement les variations
du milieu dans lequel ils évoluent afin de s’adapter au mieux. Les cellules eucaryotes ont ainsi
développé de nombreux récepteurs permettant de reconnaitre des motifs microbiotaux, comme nous
I’avons développé en introduction, et plus largement réagissent a des stimuli non eucaryotes tres
variés. Les bactéries, beaucoup plus anciennes sur I’échelle de I’évolution, ont également développé
une capacité de reconnaissance des signaux liés a I’environnement de I’héte. En particulier, il a été
montré que des pathogénes pouvaient moduler leur virulence en fonction de I'environnement
cytokinique.

Il est donc extrémement probable que des composants du microbiote aient également la capacité de
s’adapter aux signaux de I’"h6te. Nous avons vu en introduction que le maintien d’une inflammation
était un élément fondamental dans le développement des MIC ; une réponse particuliére de certains
composants du microbiote digestif dans un contexte inflammatoire pourrait étre a I'origine du
maintien de cette inflammation.

Nous avons étudié in vitro les effets directs du TNFa humain sur la croissance de plusieurs
microorganismes humains, dont des bactéries et un champignon. Nous avons observé une stimulation
de la croissance du pathobionte Bacteroides fragilis en présence de faibles concentrations de TNFa.
Connaissant l'activité anti-inflammatoire de cette bactérie en dehors d’un contexte infectieux
systémique, cet effet du TNFa pourrait étre impliqué dans une boucle de rétrocontréle négatif de
I'inflammation digestive, permettant un retour a I’homéostasie.
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ABSTRACT

Background and aim: Bacteria can sense a variety of eukaryotic signals, including cytokines.
Growth stimulation has been previously observed when pathogenic bacteria are exposed to
cytokines including TNFo.. The aim of the present study was to assess in vitro the effects of

TNFo on a variety of bacteria including microbiota members.

Methods: We used a panel of microorganisms including a variety of wild type reference
strains and strains from clinical origin. The microorganisms were cultured during 48 hours in
a liquid broth in presence of various TNFo concentrations. Growth was measured by mean
of Time-Kill assays and colony counting, and expressed in CFU/mL. ANOVA analysis was
performed, followed by Tukey’s and Dunnet’s post-hoc tests. Multiple testing corrections

were applied.

Results: We observed a significant increase of bacterial growth at T24h in Bacteroides fragilis
cultures. This effect was statistically significant only for the lowest TNFow concentration

(1pg/mL). None of the other microorganisms exhibited significant growth modulation.

Conclusion: This is the first study to show a growth modulation of an anaerobic microbiota
member, Bacteroides fragilis, by the human cytokine TNFa. These results could be of

interest in the management of patients with chronic inflammatory diseases.
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INTRODUCTION

Bacteria continuously evaluate the benefit/cost ratio of expressing their genes, wheter
involved in virulence, or in growth, metabolism etc. For instance, since the discovery of
quorum sensing (QS) molecules, we know that virulence is strongly regulated by the growth
phase(1). It is now also well accepted that the modulation of virulence depends in part on
the release into the microenvironment of eukaryotic messengers. In particular, in addition to
the actions of cytokines on the host, another parallel action during the infectious process
was suspected in the 1990s, as it was shown that non-infectious stress could promote
massive translocation of intestinal bacteria and/or toxins in the systemic compartment(2).
These observations led to the study of the direct effects of cytokines on bacteria. These

effects have been studied in vitro.

Interleukin-1, interleukin-2, granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF),
interleukin-6, interferon-y and TNFa(3) have been shown to stimulate bacterial growth from
a certain concentration. For example, Pseudomonas aeruginosa can bind elements of the
host immune system such as interferon-y and dynorphin (endogenous agonist peptide of
morphine receptors) and then via the QS circuit increase its virulence(4). Porat et al. have
shown that IL-13, but not TNFa or IL-4, stimulates the growth of virulent strains of E. coli, but
not of non-virulent strains. This stimulation was blocked by IL-1ra (IL-1 receptor antagonist),
suggesting the presence of a receptor-like structure on the surface of virulent strains(5). It is
noted that these effects were observed during the exponential growth phase, before
reaching the stationary phase. The Yersinia pestis CaflA usher protein has a high affinity for
IL-1beta(6), making it a good candidate for the role of receptor for this cytokine. Moreover,

it has been shown that IL-2 and GM-CSF stimulate the growth of a virulent E. coli strain
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(isolated from a skin infection), but not from a non-virulent strain(7). Meduri et al. have
shown in vitro that clinical isolates of Staphylococcus aureus, Acinetobacter sp. and P.
aeruginosa used cytokines TNFa, IL-1 and IL-6 as growth factors, with concentration-
dependent action(8). Kanangat et al. showed that S. aureus growth was significantly
increased in the presence of IL-1f, in a concentration-dependent manner, and decreased by
the presence of IL-1ra, suggesting a receptor-mediated action of IL-1beta (9). TNFa increases
in vitro the growth of E. coli but not P. aeruginosa, in a concentration-dependent manner.
This effect is attenuated by anti-TNFa antibodies(10). Luo et al. have shown that TNFa can
bind to several gram-negative and positive bacteria via a protein-like membrane receptor.
TNFa was able in Shigella flexneri to increase Hela cell invasion as well as uptake by human
and murine macrophages, suggesting an interaction between the TNFo/bacterium complex
and eukaryotic receptors(3). However, the specific receptor that mediates the response has
not yet been identified. In addition, the specific signaling mechanisms and virulence factors
involved in the effects of TNFa on Shigella flexneri remain unknown. IFN-y but neither IL-2
nor IL-1f increases the growth of E. coli and Klebsiella pneumonia(11). Wu et al. showed that
IFN-y could bind to a P. aeruginosa membrane protein, OprF, and induce expression of a
quorum-sensing-dependent virulence determinant(12). This effect was not present with
TNFao, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10 or IL-12. None of these cytokines, including IFN-y, altered
bacterial growth. More recently, it has been shown that the capture of pro-inflammatory
cytokines TNFo. and IL-8 leads to a transcriptional modification of the virulence genes in

Neisseria meningitidis. This capture is mediated by type IV pili(13).

Thus, prokaryotic receptors may have a dual role: the perception of signals in an eminently

complex medium and the signal transduction(4) to initiate changes in bacterial physiology.
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Since the messenger molecules are generally unable to passively pass through the bacterial
membrane, their recognition implies either the presence of membrane receptors or the

presence of active intra-cytoplasmic transport mechanisms allowing internal recognition.

Strikingly, all precedent studies focused on TNFo effects on pathogens, as the underlying
hypothesis was that sepsis-associated cytokines could influence directly bacterial physiology.
However, strict pathogens represent only a tiny proportion of microbiota bacteria. The
majority of bacteria in our digestive tract belong to the continuum ranging from the
symbionts to the pathobionts through the commensals. This distinction is highly context-
dependent. Non pathogenic bacteria are constantly exposed to host signals, including
cytokines. For instance, TNFo. can be found in feces at higher concentrations than in
blood(14, 15). There is no reason that these bacteria do not modulate their behavior
depending on cytokines levels, as pathogens do. Switch in microbiota composition is
associated with a variety of inflammatory conditions(16); in an inflammatory environment,
bacteria could reinforce inflammation without stricto sensu infection, expressing specific
genes after inflammatory cytokines sensing. These genes could be involved in adhesion,
growth, metabolism etc. This could perpetuate inflammation and ultimately lead to a

chronic inflammatory disease.

Studying direct effects of pro-inflammatory cytokines on microbiota species is therefore of
great interest, as it could help to target pro-inflammatory bacteria through luminal
inactivation of cytokines, or to predict the efficacy of anti-cytokine biotherapy as it has been

proposed(17-19).
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OBJECTIVES

The objective of this study was to evaluate the potential modulation of microorganisms’

growth in presence of human TNFa.

MATERIAL AND METHODS

BACTERIAL STRAINS

The panel comprised reference control strains and clinical ones. The choice of reference
strains was based on previous published studies whilst the clinical ones were chosen on their

occurrence at the time of the study.

Eight reference strains included E. coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus* ATCC 29213,
Candida albicans ATCC 10231, Lactobacillus plantarum* DSMZ 100813, Enterococcus
faecium* ATCC 6569, Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442, Clostridium leptum* ATCC
29065 and Ruminococcus gnavus* ATCC 29149. The clinical strains were identified by mean
of MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption lonization-Time of Flight) and antibiograms
were determined according to European Committee for Antibiotic Susceptibility Testing
(EUCAST) guidelines. For Time-Kill assays, a single colony of each organism was subcultured
in nutrient broth and incubated at 37° C for 6h in presence of TNFa. Seven clinical isolates
recovered from patients attending immunology department of Bordeaux University Hospital
were also included: Shigella flexneri, Stenotrophomonas maltophilia, Bacteroides fragilis,

Burkholderia multivorans, Burkholderia cenocepacia and Clostridium perfringens:.

* : Firmicutes phylum
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TNFo

We used lyophilized recombinant human TNFa protein ab9642 (abcam®), with purity > 98%,
and no excipients. TNFo. was reconstituted with dH,0, aliquoted, and immediately stored at
-80°C. The concentrations tested were: 6000 pg/ml, 1000 pg/ml, 100 pg/ml, 10 pg/ml, 1

pg/ml. In addition, for each microorganism a control culture without TNFo. was performed.

GROWTH CURVES

Colonies at 48h were sampled and re-suspended in 1mL of TSB to obtain an optical density
(MacFarland) between 0.4 and 0.6 in order to reach a concentration of 10° CFU/10uL. 100uL
were sampled and added in Eppendorf tubes pre-filled with 900pL of TSB. One tube by time
point and by TNFo. concentration was prepared. Culture medium for Candida albicans was

Sabouraud.

For colony counting at each time point, 100uL of broth cultures was subjected to serial
dilutions in PBS to obtain 10™ to 10°dilutions. Then, 10uL of each dilution was spread out
onto a 6cm blood agar plate. The plates were incubated in the appropriate conditions
(aerobic/anaerobic) for the tested microorganism. The resulting colonies were counted by
an automated reader (Colony Doc-It® Imaging Station, UVP) and expressed as Colony-

Forming Units (CFU)/milliliter.

STATISTICAL ANALYSIS

All experiments were repeated 6 times. For all analyses, bacterial growth, measured in
CFU/ml, was transformed by calculating the natural logarithm of values. Statistical analyses
were performed separately for each species. First, one-way analysis of variance (ANOVA)
was performed to compare bacterial growth after incubating during 6, 24 and 48 hours in
medium containing various concentrations of TNFo.. Normality of values distribution was

7
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beforehand tested using Shapiro-Wilk’s test and variance homogeneity using Bartlett’s test.
Second, we compared growth effects of TNFou pair by pair using Tukey’s and Dunnet’s tests.

All statistical tests were performed using JMP® 10 software.

RESULTS

We observed a stimulation of B. fragilis growth at T24, at all TNFa concentrations (Table 1,
Figure 1 and Image 1). Mean CFU/mL at 24h in TNFo. groups was 1.14 x 10° compared with
4.0 x 10% in control group. ANOVA showed significant differences between groups (p=0.003).
Post-hoc Tukey’s and Dunnet’s tests showed that only lowest TNFo concentration (1pg/mL)
was significantly associated with a higher bacterial growth (p=0.005 and p=0.002,
respectively). This effect was not visible at T48 (Figure 2).

None of the other species exhibited a growth modulation under TNFa stimulation at any

timepoint. Data for other species are included as Supplementary Material.

DiscussIiON

To our knowledge, this is the first study to demonstrate a growth stimulation of an anaerobic

microbiota member, B. fragilis, in presence of human TNFo.

As previously observed, effects of TNFo. were only visible during exponential phase, with no
modifications of the numbers of bacteria at the stationary phase. We did not show a

concentration dependent modulation of growth, in contradiction with previous results. Even

8
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if a type 2 error cannot be exclude, it is biologically plausible that commensals sense human
cytokines in a very precise way, as a modulation of their properties could be relevant for

them only in case of fine inflammatory variations.

We did not observe growth modulation of S. aureus as Meduri et al. did(8). Of note, in this
study the authors observed a growth modulation only when using defined synthetic
bacteriologic medium, and not RPMI medium. Moreover, we did not observe growth
modulation of E. coli as Lee et al. did(10). The authors used the same E. coli strain
(ATCC25922) but used a different preparation of bacteria, without agar plate step in order to
obtain a stationary phase organisms. Growth was measured only at 8 hours. Moreover,
authors used recombinant mouse tumor necrosis factor-a instead of human protein as in

our study.

Interestingly, cytokine growth effects shown by Meduri et al.(8) were only visible using fresh
isolates, and disappeared when passed in vitro in non-cytokine enriched media. Recognition
of eucaryotes signals has probably a relatively high cost for bacteria, positively selected only
when the environment requires an adaptation to such signals and rapidly lost in their

absence.

B. fragilis is a strict anaerobic Gram-negative bacillus, belonging to Bacteroides genus, with
rounded ends 0.5 to 0.8 pm in diameter and 1.5 to 4.5 um long. Most strains are
encapsulated. B. fragilis is of importance in human health as it is the anaerobic Gram-
negative bacteria the most encountered in clinical infections(20), and as it exhibits resistance
to antimicrobial agents. B. fragilis is frequently found in samples of patients with an infection
of a digestive origin as the particular species of our isolate. It is a non-pathogenic bacterium

at the basal state. We found it physiologically in animal digestive and urogenital tracts,
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including humans’ ones. It acts as a secondary pathogen, opportunistic, becoming pathogen
from endogen flora to systemic compartment in a context of favoring factor such as mucosal
breach, surgery, trauma, tumour or aspiration pneumonia. As for all Gram-negative
anaerobic bacilli, infections involving B. fragilis are characterized by abscess formation and

tissue destruction. It is classified as level 2 risk group.

It is noteworthy that B. fragilis exhibits anti-inflammatory properties, as it can induce Treg
differenciation(21) via its polysaccharide A(22) through plasmacytoid dendritic cells(23). In
addition, this bacterium has the ability to protect mice from experimental colitis induced by
Helicobacter hepaticus(24). This beneficial effect is mediated by polysaccharide A, which
increases the transcription of IL-10 mRNA(25). These studies clearly show that this bacterium
has several mechanisms that can reduce digestive and systemic inflammation. Modulation of
the growth of this bacterium in response to TNFa could be interpreted as a negative
feedback mechanism aimed at decreasing local inflammation, this return to homeostasis
benefiting both the bacterium and the host. The fact that the growth response was
significant only for small concentrations of TNFo could be interpreted as the result of a
peculiar adaptation to micro-inflammatory environments, higher levels of cytokines being

much rarer from the point of view of a commensal.

Bacterial growth stimulation by TNFo. has been previously observed in human aerobic
pathogens, but never in anaerobic microbiota members. This discovery is of importance, as
conceptually it proves that, without any infectious context, host inflammatory climate could
be integrated by a commensal and can boost its growth. Interstingly, this effect was not

shown on all bacterial species, that showing the high specificity concerning human cytokine
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sensing. It could explain why, in addition with favorising events, peculiar microbiota could be

at higher risk of deleterious infection.

It appears that cytokines have a double-edged effect on inflammation and infection: pro-
inflammatory cytokines act as stimulators of bacterial growth. However, in an
immunocompetent patient, positive effects of cytokines during infections clearly overtake
any growth effect on pathogens(10). Thus, in the case of immuno-competent animals, the
ability of TNFa to recruit phagocytic neutrophils clearly outweighs any growth promoter
effects that may occur. However, apart from the infectious context, the commensal bacteria
of the digestive tract are located for the most part, including B. fragilis, at a distance from
the digestive epithelium; the major action of TNFa on neutrophils(26) could therefore exert
only minimal effects on microbiota bacteria, while the direct action of TNFo surely exists,
since we find TNFa abundantly in the blood but also stool and mucosa of patients with
inflammatory bowel diseases(27). Thus, inflammation whatever its cause could modulate per
se the composition of the intestinal microbiota, resulting in a cascade of events that can lead
depending on the context to a resolution or on the contrary a perpetuation of inflammation.
This could explain, at least partially, why some patients do not respond to biotherapies

targeting inflammatory cytokines.

Many questions need to be answered, as our study did not identify the bacterial receptor
responsible of bacterial sensing. The main mechanism by which bacteria detect and respond
to environmental variations seems to be the two-component transduction system
(detection/transduction), but other mechanisms cannot be exluded. Bioinformatic studies
have identified, in the genome of prokaryotes, sequences showing a homology with all major

families of eukaryotic receptors (tyrosine kinase receptor, receptor coupled to G proteins,
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ionotropic receptor, etc.), suggesting that bacteria can express receptors sensitive to a

multitude of eukaryotic signals including cytokines, neurotransmitters and hormones(4).

Other studies looking at the effects of TNFa on microorganisms representative of microbiota

communities are warranted.

CONCLUSION

In this study we showed for the first time a growth modulation of an anaerobic microbiota
member in response to human TNFa. cytokine. This could be of particular interest in chronic

inflammatory disease, in order to tailor the treatment or to predict the efficacy of molecules.
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Table 1: Bacteroides fragilis growth in the presence of TNFa

TNFa concentration (pg/mL) TO log10 T24 logl0 T48 log10
0 4x10° 46 | 40x10° 4.6 8.3x 107 7.9
1 4x10* 46 | 3.8x10° 6.6 5.4x107 7.7
10 4x10° 46 | 6.5x10° 5.8 1.8 x 10’ 7.3
100 4x10° 46 | 85x10° 4.9 3.7x10’ 7.6
1000 4x10* 46 | 1.1x10° 6.0 1.6x10% 8.2
6000 4x10* 46 | 1.4x10° 5.1 2.7x10’ 7.4
values are CFU/mL means
1,00E+08
1,00E+07
_ LOOE+06 - 0 pg/mL
©
$ 1,006+05 - =1 pg/mL
% m 10 pg/mL
2 1,00E+04 -
= W 100 pg/mL
£
S LO0E+03 - m 1000 pg/mL
e
© 1,008402 - ™ 6000 pg/mL
1,00E401 -
1,00E+00 -
326
327 Figure 1: Bacteroides fragilis growth curve in presence of TNFo. at T24h
328
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Image 1: Agar plates showing Bacteroides fragilis growth at T24h without (left plate) and in

presence of TNFo at 1pg/mL (right plate) (10” dilution)
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5 Discussion

Notre étude clinique basée sur I'analyse du microbiote intestinal par séquencage du géne de I’ARNr
16S avant et aprés traitement par anti-TNFa n’a pas retrouvé de modification significative d’un taxon
particulier aprés traitement. Cependant, la composition des patients répondeurs semblait plus stable
qgue celle des non répondeurs. La diversité o des patients non répondeurs était plus basse avant
traitement que celle des autres patients, et cette différence était supprimée aprés traitement anti-
TNFa. Une proportion élevée de I'ordre des Burkholderiales avant traitement était associée a la
réponse clinique a trois mois ; cet ordre pourrait donc étre utilisé comme biomarqueur prédictif de
I’efficacité des traitements anti-TNF a chez les patients atteints de SpA.

Ces résultats sont importants car aucun facteur prédictif n’est actuellement disponible dans les SpA,
malgré un réel besoin clinique.

Nous avons, par ailleurs, montré qu’une espece de Bacteroides fragilis isolée a partir d’'un échantillon
clinique réagissait aux faibles concentrations de TNFa humain en augmentant sa croissance.

Nos résultats suggerent une influence directe du TNFa et donc des anti-TNFa sur le microbiote
intestinal, ainsi qu’une influence du microbiote intestinal sur I'efficacité des anti-TNFa. Ces résultats
soulignent I'importance du dialogue héte-microbiote dans les maladies inflammatoires chroniques.

L’hypothese d’une action des anti-TNFa médiée par son action sur le microbiote intestinal n’est bien
slr pas exclusive, et ne remet pas en cause 'action directe de ces traitements sur I'inflammation a
I’échelle de I’hote. Ces deux actions se combinent probablement, sans qu’il soit a I’heure actuelle
possible d’identifier laquelle est la plus importante cliniquement. Notre hypothese est cohérente avec
un point de vue microbiologique intégré dans le mode de pensée inclusif propre a la biologie de
systeme.

Notre hypothése permettra d’orienter de nouvelles recherches, visant par exemple a renforcer
artificiellement le microbiote en microorganismes « facilitateurs ». Cependant, comme il a été montré
dans les MICI qu’un phénotype inflammatoire était prédictif d’une bonne réponse aux anti-TNFaq, il
faudra avant toute intervention s’assurer que ces microorganismes sont réellement facilitateurs et pas
seulement pro-inflammatoires. Dans tous les cas, |'étude des effets des traitements a la fois sur I’hote
indépendamment des microorganismes et sur les microorganismes indépendamment de I’hbte sera
nécessaire afin de mieux catégoriser les profils de patients et d’identifier les plus susceptibles de
répondre a un traitement ou plus probablement a une combinaison de traitements.
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5.1 Burkholderiales

L'ordre des Burkholderiales, identifié dans notre étude comme biomarqueur de réponse aux anti-
TNFa, appartient a la classe des Betaproteobacteria et au phylum des Proteobacteria. Comme toutes
les Proteobacteria, les bactéries de cet ordre sont Gram négatives. Elles incluent plusieurs bactéries
pathogénes, donc des espéces de Burkholderia comme Burkholderia cepacia et de Bordetella comme
Bordetella pertusis. Il est a noter que ces bactéries exercent leur pouvoir pathogéne au niveau
pulmonaire, et qu’a notre connaissance aucune bactérie de I'ordre de Burkholderiales n’a été a ce jour
associé a une pathologie digestive et/ou a une pathologie inflammatoire chronique. Ces bactéries
incluent surtout une grande variété de non pathogénes, dont de nombreuses bactéries retrouvées
dans le tube digestif humain comme le genre Oxalobacter dont le métabolisme est particulier dans la
mesure ou il utilise I'acide oxalique comme source primaire de carbone (Garrity 2005).

Les hypothéses mécanistiques quant a un réle potentiel de I'ordre des Burkholderiales dans le
déclenchement de I'inflammation, son maintien ou un réle de potentialisation des anti-TNFa sont donc
extrémement difficiles a formuler. Cela souligne la limite de la technique du séquencage de I’ADN 168,
qui dans ce cas précis n’a pas permis de déterminer nettement I’'espéece incriminée, ce qui limite de
facto les possibilités d’études mécanistiques in vitro.

5.2 Bacteroides fragilis

Les résultats obtenus in vitro relevant une augmentation de la croissance de notre isolat de Bacteroides
fragilis sont d’un intérét particulier. En effet, Bacteroides fragilis, bactérie Gram négative anaérobie
appartenant au phylum des Bacteroidetes, bien que fréquemment identifiée dans les prélevements de
patients présentant une infection a point de départ digestif comme I'espece particuliére de notre
isolat, est une bactérie non pathogene a I'état basal, retrouvée dans le microbiote intestinal de
patients sains. De plus, cette bactérie a, comme décrit plus haut, la capacité de protéger des souris
d’une colite expérimentale induite par Helicobacter hepaticus, une bactérie pathobionte. Cet effet
bénéfique est médié par une molécule bactérienne, le polysaccharide A, qui augmente la transcription
de 'ARNm de I'lL-10 (Mazmanian, Round, and Kasper 2008b). B. fragilis peut également moduler la
réponse Treg (Round and Mazmanian 2010). Ces études montrent clairement que cette bactérie
possede plusieurs mécanismes pouvant diminuer l'inflammation digestive et systémique. Une
modulation de la croissance de cette bactérie en réponse au TNFa pourrait étre interprétée comme
un mécanisme de rétrocontréle négatif visant a diminuer l'inflammation locale, ce retour a
I’'homéostasie bénéficiant a la fois a la bactérie et a I'héte.
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6 Perspectives personnelles

La suite logique de ces travaux consistera a consolider les résultats des travaux de ma these.
Pour cela, nous avons :

développé un protocole de PCR quantitative ciblant I'ordre des Burkholderiales. A cette fin,
nous avons tout d’abord créé des amorces spécifiques, puisqu’aucun couple d’amorces ciblant
spécifiguement cet ordre bactérien n’avait été décrit. Nous avons utilisé la méthode RUCS
(Thomsen et al. 2017), définissant comme contréle positif les séquences d’ARNr 16S
appartenant a I'ordre des Burkholderiales a partir de la banque de données SILVA, et comme
contrble négatif tous les autres taxa n’appartenant pas a la classe des Betaproteobacteria.
Cette méthode a permis d’identifier une région d’ARNr spécifique, puis de sélectionner le
couple d’amorce présentant les meilleures caractéristiques par alignement de séquences
multiples et par vérification de la distribution taxonomique a partir du serveur SILVA. La mise
au point de la PCR quantitative sur mono cultures puis sur échantillons de selles est en cours.
Cette qPCR sera réalisée sur les échantillons de I’étude MIST (cf ci-dessous).

déposé un brevet européen (ler dépdt le 13/07/2017, modifications et second dépét le
13/07/2018) visant a protéger linvention suivante « quantification de l'ordre des
Burkholderiales dans les MIC comme biomarqueur de la réponse au traitement par anti-
TNFa ». Les amorces innovantes de qPCR sont intégrées dans cette demande de brevet. Ma
part inventive personnelle est de 25%.

lancé au CHU de Bordeaux un nouveau protocole de recherche clinique appelé MIST
(Microbiote intestinal de patients présentant une MICI et/ou une SpA : caractérisation et
impact d’un traitement par anti-TNF a), qui inclut a la fois des patients atteints de SpA et des
patients atteints de MICI, traités pour la premiere fois par anti-TNFa (protocole en annexe).
Ce protocole s’est attaché a améliorer toutes les méthodes de notre premier article et de
corriger ses points faibles. En particulier, une analyse du mycobiome sera réalisée en plus de
I’analyse du microbiome bactérien. Une analyse alimentaire détaillée ainsi qu’un circuit des
échantillons optimisé permettront de limiter les biais. De plus, afin de progresser dans I'étude
des interactions entre microbiote et systeme immunitaire, un immunolymphotypage des
lymphocytes circulants permettra de quantifier les différentes populations de cellules T, et en
particulier d’établir un ratio Th17/Treg, a partir de sang frais. Enfin, ce protocole permettra de
vérifier si notre test prédictif est confirmé et de valider notre qPCR sur une cohorte
indépendante. Ce protocole a obtenu le financement de I'appel d’offres interne du CHU de
Bordeaux (50000 euros) a mon nom. Le budget total est de 65000 euros, répartis en deux ans.
Les premiéres inclusions ont débuté en juin 2018.

En collaboration avec la société Owlstone Medical (Cambridge), j'ai monté un projet d’étude des

composés organiques volatils (COVs) expirés greffé dans I'étude MIST (étude ancillaire, addendum ay

protocole MIST). L’analyse de ces composés est en plein essor et reflete I'ensemble du métabolisme

de I'holobionte (hote + microbiotes) ; de par son caractere totalement non invasif et sa trés bonne

acceptabilité de la part des patients, les données issues de ces mesures (exhalome faisant partie du

métabolome) pourraient permettre le développement de tests de suivi longitudinal dans les maladies

chroniques, par exemple. Mes autres perspectives personnelles au sein de I'Université de Bordeaux

sont de poursuivre I'étude des Burkholderiales, en évaluant notamment les effets du TNFa sur des
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isolats cliniques. Je souhaiterais évaluer d’abord la réponse en termes de croissance bactérienne, mais
surtout la modulation de I'adhérence a I'épithélium digestif. Pour cela, nous avons mis au point en
collaboration avec la société SMALTIS un modeéle d’adhésion cellulaire sur cellules épithéliales
humaines T84. Des demandes de financement sont en cours afin de pouvoir lancer ce projet.

Jintégrerai I'année prochaine 'unité INSERM UMR 1173 « Infection et Inflammation Chronique » a
I’Université de Versailles Saint-Quentin-en-Yvelines, ou je travaillerai a la mise au point d’un projet de
type gut-on-a-chip, qui permettra de co-cultiver des cellules épithéliales humaines, des cellules
immunitaires et des microorganismes anaérobies grace aux canaux clos de microfluidique intégrés a
ce type de modeéle expérimental.

7 Perspectives générales

7.1 Médecine personnalisée

Dans le but d’offrir aux patients la médecine la plus personnalisée possible, beaucoup d’études ont
recherché des facteurs prédictifs de I'efficacité thérapeutique en comparant les répondeurs et les non
répondeurs aprés l'initiation d’un traitement. Ainsi, dans les MICI, plusieurs caractéristiques liées aux
patients ont été évaluées comme pouvant potentiellement prédire la réponse aux anti-TNFa,
biothérapies les plus anciennes. On a pu montrer qu’un age jeune, une colite isolée dans la MC et des
niveaux élevés de CRP au début du traitement étaient associés a une plus grande chance de répondre
au traitement. Inversement, les fumeurs étaient a risque de non-réponse, ainsi que les patients dont
la maladie évoluait depuis plus de deux ans. Les marqueurs génétiques ont également été évalués et
pourraient permettre de prédire la non-réponse primaire ou la réponse prolongée dans la MC (Barber
et al. 2016), Cependant, aucun géne n’est suffisamment associé au profil de réponse clinique pour étre
utilisé en pratique clinique (Flamant and Roblin 2018). D’autres études ont suggéré que les profils
d’expression génique (Arijs et al. 2010), I'imagerie moléculaire et la composition du microbiote digestif
pourraient étre utilisés dans un but prédictif (Flamant and Roblin 2018). Dans la SA, un age jeune, le
sexe masculin, un score de sévérité haut, une sacro-iliite radiologique et des niveaux élevés de CRP
sont associés a une meilleure réponse clinique aux anti-TNFa (Arends et al. 2011; Brown et al. 2017),
sans que ces facteurs prédictifs soient utilisés en pratique courante.

Afin d’affiner ces prédictions, un projet ambitieux d’intégration des différents éléments est nécessaire.
A Bordeaux, en continuant sur le moyen terme le recrutement de patients chez qui une indication de
biothérapie sera posée, nous procéderons a un recueil de données détaillé comportant, outre les
analyses cliniques rigoureuses et biologiques standard, un immunophénotypage des cellules
circulantes, une analyse NGS du microbiote intestinal, la gPCR précédemment citée ainsi que I’analyse
des COVs. En intégrant ces données a une approche bioinformatique de type machine-learning, nous
développerons un test prédictif de réponse clinique aux différentes molécules, qui s’affinera en
continu et deviendra donc de plus en plus précis. Cette approche composite devrait permettre de
surpasser rapidement les capacités des tests basés sur des analyses mono-omiques.
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7.2 Complexité

Les deux types de pathologies émergentes dans nos sociétés sont les cancers et les maladies
inflammatoires chroniques. Ces deux pathologies sont caractérisées par I'absence de cause unique
ainsi que par une grande diversité des mécanismes impliqués (Fiocchi 2018).

Les MIC, gu’elles soient auto-immunes ou non, ont deux caractéristiques principales : la complexité et
la variabilité. La complexité est due au nombre qui semble infini des facteurs et des mécanismes
associés, et la variabilité est due a la grande hétérogénéité des individus atteints et de I'environnement
dans lequel ils vivent. La complexité et la variabilité se confondent dans la prédisposition, 'initiation
et le cours évolutif des manifestations cliniques, qui sont également variables et imprévisibles. La
présentation clinique est variable, I'efficacité des différents traitements également. Un suivi sur le long
terme est nécessaire pour essayer d’anticiper et de prévenir les poussées.

Low

Chaotic

Degree of agreement

High |
High Low

Degree of centainty
Figure 11 : Le schéma accord/certitude (certainty-agreement diagram)

Comme tous les facteurs impliqués sont modifiables, les relations non linéaires et le comportement
sensible aux petites variations, le comportement précis de tout systeme complexe est
fondamentalement imprévisible dans le temps. L'approche classique, basée sur une pensée
réductionniste, consiste a tenter de corriger les anomalies pour briser I'ambiguité, résoudre tout
paradoxe, obtenir plus de certitude et d’accord et passer a la zone simple du systeme (Figure 11). (Plsek
and Greenhalgh 2001).

7.2.1 Facteurs contribuant a la complexité et a la variabilité

Les MIC résultent de la combinaison d’une grande diversité de facteurs prédisposants ou causaux. Il
est couramment admis que I'environnement, la génétique, le microbiote et la réponse immunitaire
sont les facteurs principaux impliqués dans la physiopathologie des MIC, mais cette interprétation
semble de plus en plus étre une simplification non réaliste d’un processus bien plus complexe et
multifactoriel. L’environnement est par essence non limité, et évolue continuellement en réponse au
comportement humain et a I'évolution; c’est le concept de « construction de niche » (Laland,
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Matthews, and Feldman 2016). Le nombre de génes est limité, mais ils contiennent des millions de
SNPs et d’autres variants en plus d’étre caractérisés par une importante pléiotropie (ils agissent sur
plusieurs caracteres). De plus, ils ne représentent que 1 a 2% du génome et sont régulés par les 98%
restants, par la régulation inter-génes et I'épigénétique. Le microbiote contient des milliards de
bactéries, mais aussi des virus et des champignons, qui interagissent entre eux. Le systéeme
immunitaire, I'effecteur qui médie I'inflammation et cause les dommages tissulaires, est relativement
pauvre en termes de diversité cellulaire, mais ses produits de sécrétion augmentent considérablement
ses capacités biologiques, d’autant plus qu’elles s’influencent mutuellement.

Il parait donc logique qu’un traitement ne puisse traiter tous les malades atteints de ces maladies, si
tant est que le cadre diagnostic soit suffisamment pertinent au niveau de la physiopathologie (les
mécanismes mis en jeu peuvent étre plus proches entre une SpA et un certain type de MICI qu’entre
deux MICI).

7.2.2 L’intégration compléte des données comme solution au développement de
thérapies spécifiques d’une cible

Comment donc comprendre les mécanismes mis en jeu a I’échelle d’un individu au niveau biologique
et moléculaire, et ainsi choisir rationnellement la meilleure option thérapeutique ? L’histoire de la
maladie, I'examen clinique, les analyses de laboratoire, I'imagerie, I'endoscopie et les biopsies
n’apprennent quasiment rien des expositions environnementales, des anomalies génétiques rares, de
la composition, des interactions du microbiote digestif et des mécanismes inflammatoires
spécifiquement impliqués.

Le clinicien n’a pas d’autre choix que de traiter les patients avec une série de traitements non-
spécifiques anti-inflammatoires ou anti-microbiens, et d’espérer une réponse positive, tout en sachant
gue cette réponse, méme si elle existe, sera rarement compléte et de durée limitée (Regueiro et al.
2016).

L'approche est clairement limitée par la complexité biologique. De nouveaux traitements, petites
molécules ou biothérapies, sont en développement constant, mais ils sont créés dans un vide relatif
de connaissance de la complexité réelle et extraordinaire de la physiopathologie des MIC. Ces
nouveaux traitements vont bénéficier a des sous-groupes de patients, sans que I'on puisse anticiper
lesquels, a quel point ils vont étre efficaces et pour combien de temps. Méme si poursuivre cette
approche est justifiable, des idées et des approches totalement nouvelles sont nécessaires.

La premiére étape est d’accepter la réalité que ces maladies complexes requiérent des thérapies
complexes, un postulat depuis longtemps accepté dans le domaine de I'oncologie. Les traitements
basés sur des médicaments uniques, comme c’est souvent le cas, ne permettront jamais d’obtenir des
résultats optimaux car les dysfonctionnements moléculaires causant la maladie sont différents pour
chaque patient et évoluent au cours de la maladie (lyengar 2013).

La deuxieme étape est d’accepter la complexité biologique et de prendre en compte la variabilité
interindividuelle. La complexité biologique est présente a tous les niveaux de I’'h6te. Par exemple, les
niveaux d’expression protéique sont des phénotypes moléculaires héritables qui varient
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considérablement entre les individus, les populations et les sexes. Les modifications épigénétiques
comme la méthylation de I’ADN varient selon les tissus. Les variants génétiques causent des
dérégulations qui sont hautement spécifiques des types cellulaires ou des tissus impliqués dans la
pathologie.

Aprés ce changement de mode de pensée, il faut trouver le moyen de résoudre ces problémes, ce qui
est un défi majeur, que la communauté médicale ne peut pas résoudre seule, et qui nécessite de
nouvelles connaissances et de nouveaux partenariats.

Les facteurs associés aux MIC (environnement, génes, microbiote, systeme immunitaire) doivent ainsi
étre étudiés et analysés avec de nouveaux outils.

Le plus critique est que tous ces facteurs, plus tous ceux qui seront certainement découverts
prochainement, doivent étre intégrés fonctionnellement (N. Subramanian et al. 2015; Te Velde et al.
2016; Hand et al. 2016). C'est seulement aprés avoir achevé une telle intégration qu’il sera possible
d’identifier les molécules clés impliquées dans la maladie pour chaque patient, et de définir un
traitement réellement personnalisé.

Deux étapes majeures doivent étre réalisées pour cela: 1) identifier et analyser les facteurs
pathogéniques dans leur totalité et 2) intégrer la connaissance de toutes les totalités combinées.

7.2.3 Omics, biologie de systeme et médecine de réseau

L'analyse des facteurs dans leur totalité peut étre accomplie par une approche dite « omic », un
« ome » étant défini par la totalité d’un systéme complexe particulier. Cette approche a donné
naissance au domaine des « omics », c’est-a-dire a I'étude de tous les « omes » impliqués dans toute
maladie complexe, comme I'exposomique (I'exposome étant synonyme d’environnement), la
génomique, la métagénomique et I'immunomique, mais aussi d’autres omes probablement impliqués
comme |'épigénomique, la transcriptomique, la protéomique, la métabolomique etc. Le nombre
d’omics s’étend si rapidement que leur étude devient un nouveau champ de recherche a part entiére.
Explorer ce nouveau champ nécessitera le traitement de quantités massives d’informations par de
nouvelles méthodes de calcul et d’analyse, ce qui imposera d’appliquer les méthodologies de la
biologie de systeme (Fiocchi 2018).

La biologie de systeme peut étre définie comme la modélisation de systémes biologiques complexes,
ou une approche en recherche biomédicale pour comprendre une vaste organisation en rassemblant
ses pieces, ce qui contraste fortement avec des décennies de biologie réductionniste, qui implique
I’étude des pieces du puzzle a part. La biologie de systeme permet ainsi de prendre en compte une
énorme quantité d’informations dont le volume et la complexité dépassent largement les capacités
d’un esprit humain.

Une fois que tous les omes pertinents sont reconnus et mesurés, |'étape suivante est de comprendre
comment ces omes interagissent entre eux, comment ils sont régulés et ce qui contréle les événements
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clés responsables du processus pathologique, par exemple I'inflammation intestinale dans le cadre des
MICI. Cette tache est I'essence de ce qu’on appelle la médecine de réseau (Cusick et al. 2005; D.-Y.
Cho, Kim, and Przytycka 2012, 5) et requiert également des approches informatiques. Ces approches
peuvent s’inspirer de celles utilisées couramment dans d’autres systemes complexes non biologiques,
comme les réseaux informatiques, les réseaux aériens, financiers ou sociaux.

Dans chaque réseau il existe des éléments qui contrélent le réseau. S’ils sont éliminés, le réseau est
déstabilisé et ne peut plus exercer sa fonction (Gao et al. 2014).

Par exemple, le dysfonctionnement d’un serveur informatique rendra tous les ordinateurs connectés
inopérants, ou le dysfonctionnement d’un hub contrélant de nombreux vols déstabilisera un réseau
aérien. En transposant ces exemples en termes biologiques, une fois que le controleur d’un réseau
responsable d’'une pathologie comme une MIC est identifié, ce contréleur devient la cible d’une
intervention spécifique qui permettra la désintégration du réseau, c’est-a-dire I’élimination du
processus pathologique (Vinayagam et al. 2016). Il est intéressant de noter qu’une observation isolée
sans prise en compte des différentes interactions pourra aboutir a I'identification de cibles qui ne sont
gue des conséquences du réseau pathologique. En termes statistiques, il s’agira alors de facteurs de
confusion qui ne seront qu’associés au processus pathologique sans en étre la cause. Une intervention
thérapeutique ciblant ce type de cible sera donc fonciérement inutile. Cela ne veut pas dire que cette
cible ne pourra pas étre un contrdleur dans un autre cas (chez un autre patient), et que dans cet autre
cas l'intervention thérapeutique qui la ciblera ne sera pas efficace.

7.2.4 Interactome : en pratique

Le processus d’assemblage des réseaux biologiques régulateurs commence donc avec la mesure de
tous les omics pertinents dans la pathologie, en collectant des échantillons multiples a partir de
sources variées a de multiples moments de la maladie (études de suivi longitudinal), et de soumettre
les données a une analyse informatique afin de créer un réseau régulateur, autrement appelé un
interactome (Vidal, Cusick, and Barabasi 2011). Cet interactome est formé d’un grand nombre de
nceuds (molécules) et d’un bien plus petit nombre de hubs (nceuds régulateurs clés) qui contrélent le
réseau, tous étant connectés par des bords (Vidal, Cusick, and Barabdsi 2011; Kidd et al. 2014).

De rares études ont tenté d’analyser les interactions entre certains « omes » (Erickson et al. 2012),
mais de nouvelles approches doivent étre développées (de Souza and Fiocchi 2018). Une approche
basée sur la biologie de systéme pour développer et cibler I'interactome des MICI a récemment été
rapportée (de Souza, Fiocchi, and lliopoulos 2017) (Figure 12).
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Figure 12 : Expansion des connaissances et construction de I'interactome dans les MICI (de Souza,
Fiocchi, and lliopoulos 2017)

En pratique, il sera extrémement difficile de collecter et d’analyser tous les échantillons nécessaires a
I’élaboration de l'interactome, méme en se limitant aux omics actuellement incriminés dans la
physiopathologie des MIC, en raison notamment du co(t de I'analyse. Une étude de grande envergure
longitudinale comprenant de nombreux prélevements étagés dans le temps est encore plus difficile.

Mais, méme en surmontant tous les problémes d’ordre financier et logistique, il persistera de
nombreux autres écueils.

Les algorithmes de « machine learning » nécessitent des données nombreuses et de qualité
(Obermeyer and Emanuel 2016).

Dans le cadre de méta-analyses, I'hétérogénéité des méthodes d’analyse rendra délicates les
comparaisons entre les études. Par exemple, ne serait-ce que pour l'analyse du 16S, il n’existe
actuellement pas de méthode standardisée permettant de corriger les seules variations induites par
des méthodes d’extraction différentes, en sachant qu’il ne s’agit que d’une étape dans I'obtention de
résultats pertinents. Des recommandations de bonne pratique pour I'analyse du microbiome sont
d’ores et déja disponibles, mais actuellement non généralisées ; elles évolueront de plus rapidement,
parallelement a I’évolution des techniques (Knight et al. 2018).

Enfin, et c’est peut-étre le plus important, le recueil des données cliniques est un point de faiblesse
majeur. Il existe une grande variabilité inter-observateurs, méme entre cliniciens experts. Les critéres
diagnostiques mémes de ces maladies peuvent varier selon les pays. De plus, les MIC étant
fréquemment associées a des pathologies fonctionnelles, distinguer les symptomes causés par la
maladie inflammatoire elle-méme et ceux induits par la maladie fonctionnelle est une gageure. Cela
est d’'une importance capitale, car une approche informatique modifiera son algorithme de fagon non
pertinente cliniquement si, par exemple, un nouveau time point pour un patient atteint de MC chez
qui des prélévements multiples ont été réalisés est associé a une poussée de la maladie alors qu’il
s’agit en fait de symptémes de syndrome de I'intestin irritable. Inversement, I'intégration de données
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multiples permettra peut-étre une meilleure différenciation des manifestations cliniques
(« organiques », inflammatoires vs « fonctionnelles» dans I'exemple précédent) . Cette différenciation,
s’il n’est pas certain qu’elle soit pertinente au point de vue physiopathologique, permettra cependant
une prise en charge thérapeutique rationnelle.

Un contréle de la qualité des informations prises en compte dans I'analyse informatique est donc
absolument indispensable, et méme un controéle optimal ne permettra que difficilement d’éviter des
erreurs. De plus, I'élaboration d’algorithmes prenant en compte des données parcellaires (si, par
exemple, il mangque une ou plusieurs données omics) est nécessaire compte tenu des contraintes
cliniques.

La construction d’un interactome peut démarrer avec une sélection de génes issus de bases de
données existantes comme les GWAS, et des « modules de pathologie » précédemment identifiés dans
la littérature. Cela permettra au final une interprétation biologique du module de pathologie, la
priorisation des mécanismes les plus importants et I'identification de cibles moléculaires qui contrélent
le réseau pathologique entier (I'interactome de la maladie). Cela devra étre suivi d’un screening de
découverte a haut débit visant a associer les médicaments existant dans les banques de données aux
cibles moléculaires identifiées.

La séquence ci-dessus requiert non seulement des données cliniques excellentes, mais aussi une
analyse bioinformatique complexe et performante, conduite par des bioinformaticiens ayant des
connaissances dans les pathologies étudiées. C'est pourquoi, afin de résoudre les maladies complexes
que sont les MIC, l'intégration devra survenir non seulement au niveau biologique mais également a
I’échelle professionnelle (Bourzac 2015).

7.2.5 Capacités analytiques humaines, intelligence artificielle et expérience

La médecine devient de plus en plus dépendante de multiples technologies, et la quantité
d’information qui peut étre produite par I'observation détaillée d’un patient dépassera bientot la
capacité analytique du clinicien le plus expérimenté et le plus docte (Obermeyer and Emanuel 2016).
Cette analyse va bien au-dela de la capacité d’un seul professionnel, et I'intelligence artificielle va
progressivement devenir indispensable (Obermeyer and Lee 2017). L’intégration de la connaissance
médicale et informatique est obligatoire pour permettre un réel progres dans le diagnostic et la prise
en charge des MIC ou de toute autre maladie complexe. L’IA est préte a traiter les quantités croissant
continuellement, générées par la science fondamentale, la recherche translationnelle, les études
cliniques et les outils portables de mesure de la santé (Hamet and Tremblay 2017).

Mais la science de la complexité suggere qu’il est souvent plus efficace d’essayer de multiples
approches et de laisser survenir des découvertes en décalant progressivement I'attention vers les
solutions qui semblent fonctionner le mieux. Des modéles comme celui du praticien réflexif de Schon
(J. Stewart 1984), le modeéle d’apprentissage expérimental de Kolb (Kolb 1984) et le cycle
d’amélioration de la qualité « plan-do-study-act » (Berwick 1998) sont des exemples d’activités qui
explorent les nouvelles possibilités par I’'expérimentation, I'autonomie, et le travail a la lisiere de la
connaissance et de I'expérience.
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Pour nous adapter a la complexité croissante dans les soins nous devons abandonner les modeéles
linéaires, accepter I'imprévisibilité, respecter (et utiliser) I'autonomie et la créativité, et répondre de
maniere flexible aux modeles et opportunités émergents (Plsek and Greenhalgh 2001).
A I’heure actuelle, au point de vue thérapeutique, la solution la plus simple et probablement la plus
inoffensive, car facilement réversible, pour moduler la composition voire la fonction du microbiote
intestinal, serait une intervention alimentaire. Une approche de type machine-learning est
indispensable pour proposer des interventions diététiques personnalisées, et a déja été proposée
notamment par Zeevi et al. dans la prise en charge du diabéte (Zeevi et al. 2015).

Une stratégie triple, basée sur 1) la poursuite de I'approche thérapeutique classique (fish/target) qui a
tout de méme fait ses preuves 2) l'utilisation dés maintenant d’approches innovantes 3) le
développement de nouvelles approches intégrées, est probablement la meilleure. Mon travail
s’intégrait dans le point 2) ; j'espere avoir I'occasion de développer le point 3) au cours de ma carriere.

We shall not cease from exploration
And the end of all our exploring

Will be to arrive where we started
And know the place for the first time.

T.S. Eliot, Four Quartets
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Annexes

Protocole de recherche clinique : microbiote bactérien et fungique de patients atteints de MICI et/ou
de spondyloarthrite avant et aprés traitement par anti-TNFa (nota bene : Thomas Bazin n’est plus
investigateur principal en raison de son détachement du CHU de Bordeaux le 1°" novembre 2018, mais
il reste le principal organisateur de I’étude).
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Microbiote intestinal de patients présentant une maladie inflammatoire

TITRE ET ACRONYME chronique de I’intestin et/ou une spondyloarthrite : caractérisation et
impact d’un traitement par anti-TNF alpha — étude MIST
Microbiote intestinal et maladies inflammatoires rhumatologiques et
TITRE SIMPLIFIE

digestives

JUSTIFICATION / CONTEXTE

Les maladies inflammatoires chroniques de l'intestin (MICI) et les
spondyloarthrites (SpA) sont des maladies courantes, fréquemment
associées. Le microbiote intestinal joue un rdle important dans les
MICI ; il est suspecté d’intervenir également dans la physiopathologie
des SpA. Les anti-TNF alpha sont des médicaments sirs et efficaces
dans le traitement de ces maladies. Leur mécanisme d’action n’est pas
clairement compris. Une meilleure connaissance de la physiopathologie
de ces pathologies et de 1'action des anti-TNF alpha est essentielle pour
une prise en charge optimisée.

Notre hypothése est que I'efficacité des anti-TNF alpha dans les SpA et
dans les MICI est au moins en partie liée a la restauration de
I'homéostasie a l'interface entre la muqueuse digestive et le microbiote
intestinal, soit par une action primaire sur 1'épithélium digestif, soit par
une action directe sur le microbiote intestinal.

OBJECTIFS

Objectif principal :
Comparer la composition du microbiote fécal avant (JO) et 3 mois aprés
I’initiation d’un traitement par anti-TNF alpha.

Objectifs secondaires :

1) Comparer le microbiote fécal a JO et a M3 entre les patients
répondeurs et non-répondeurs au traitement anti-TNF alpha.

2) Estimer I1’association entre les modifications du microbiote
intestinal entre JO et M3, les profils de composés organiques
volatils (COVs), la réponse clinique et le ratio Th17/Treg

3) Au sein des groupes RCH : estimer I’association entre les
modifications du microbiote intestinal fécal entre JO et M3 et
les modifications endoscopiques et I’histologie digestive, selon
le traitement (anti-TNF alpha ou autre traitement)

4) Identifier les modifications du microbiote avant/aprés traitement
spécifiques du traitement anti-TNF alpha.
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SCHEMA DE LA RECHERCHE

Etude de cohorte observationnelle prospective monocentrique de type
exposé/non exposé de patients atteints de Rectocolite Hémorragique,
Maladie de Crohn ou Spondyloarthrite traités ou non par anti-TNF

alpha.
e Patients agés de plus de 18 ans
e Patients présentant une des pathologies suivantes :
o Rectocolite hémorragique (RCH) répondant aux critéres
ECCO
o Maladie de Crohn (MC) répondant aux critéres ECCO
o Spondyloarthrite (SpA) axiale pure ou axiale et
périphérique répondant aux criteres ASAS
e Patients naifs d’anti-TNF alpha, justifiant la mise en route :
o Soit de ce type de traitement selon les critéres en
CRITERES D’INCLUSION vigueur (recommandations ECCO pour les MICI,
recommandations de la Société Francaise de
Rhumatologie de prise en charge des spondyloarthrites),
o Soit d’un autre type de traitement pour le groupe miroir
(témoins).
e Personne affiliée ou bénéficiaire d’un régime de sécurité sociale.
e Consentement libre, éclairé et écrit signé par le participant et

I’investigateur (au plus tard le jour de I’inclusion et avant tout
examen nécessité par la recherche).

CRITERES DE NON INCLUSION

Patient présentant une autre maladie inflammatoire qu’une RCH,
une MC ou une SpA

Antécédent de résection intestinale ou de stomie digestive

Prise d’antibiotiques dans les trois mois précédant le recueil de
selles

Patients présentant une contre-indication au traitement

Refus de participer a cette étude a la lecture de la note
d’information

Femmes enceintes ou allaitantes

PROCEDURES DE LA
RECHERCHE

Procédure thérapeutique : le traitement anti-TNF alpha (ou autre
dans le groupe miroir) sera instauré conformément aux
recommandations des sociétés savantes concernées.

La composition du microbiote fécal sera analysée par
séquencage des régions 16S (composition bactérienne) et ITS2
(composition fungique), ainsi que par PCR quantitative ciblant
’ordre des Burkholderiales.

Les profils de COVs seront réalisés par spectrométrie de masse
sur échantillons respiratoires.

Le ratio en lymphocytes circulants Th17/Treg sera obtenu par
cytométrie de flux sur sang frais.

Dans les groupes RCH, une endoscopie (coloscopie a JO,
rectosigmoidoscopie @ M3) permettra d’obtenir un score de
sévérité endoscopique ainsi qu’une analyse histologique de la
muqueuse digestive par la réalisation de biopsies. Ces
procédures seront réalisées dans le cadre des soins courants.

CRITERES DE JUGEMENT

Le critéere de jugement principal est 1’évolution du profil de
microbiote fécal mesuré a JO et M3.
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Les critéres de jugement secondaires :
- microbiote intestinal a JO et M3
- réponse clinique (score d’Harvey-Bradshaw pour les MC, score
de Mayo pour les RCH, score BASDAI ou ASDAS pour les
SpA) évaluée a M3
- profils de COVs aJO et M3
- lymphocytes circulants (ratio lymphocytes Th17/Treg) a JO et
M3
- pourles RCH:
o aspect endoscopique (score UCEIS)
o histologie digestive (score de Riley modifié)
La capacité de recrutement des centres permettra I’inclusion de 36
patients (12 MC, 12 RCH, 12 SpA) ayant une initiation de traitement
anti-TNF alpha. Cependant dans cette population, nous estimons que sur
les 36 patients inclus seulement 10 par groupe pourraient recevoir
I’intégralité du traitement et seront donc analysables. L’analyse de ces
T Tym— 30 patients permettra de répondre a 1’objectif principal (cf détails de

I’estimation de la taille d’étude partie 11.1).

De plus, afin d’avoir 30 patients témoins analysables (ayant regu
I’intégralité des 3 mois de traitement), 36 patients (12 MC, 12 RCH, 12
SpA) traités par un autre traitement que 1’anti-TNF alpha seront inclus
afin de pouvoir identifier les nceuds taxonomiques modifiés
spécifiquement par le traitement anti-TNF alpha.

NOMBRE PREVU DE CENTRES

1 (CHU de Bordeaux) :
e service de rhumatologie de 1I’hdpital Pellegrin

e service d’hépato-gastroentérologie de I’hopital Haut-Lévéque

DUREE DE LA RECHERCHE

Durée de la période d'inclusion = 21 mois
Durée de participation de chaque participant = 3 mois
Durée totale de la recherche = 24 mois

ANALYSE STATISTIQUE DES
DONNEES

L’objectif principal est de comparer la composition du microbiote fécal
avant et 3 mois apres I’initiation du traitement par anti TNF alpha.

Dans un premier temps, la diversité Béta qui permet de comparer la
variation de composition entre plusieurs communautés sera étudiée a
I’aide de différentes mesures de dissimilarit¢ comme la distance de
Jaccard et la distance Unifrac. A partir de ces distances, des analyses
exploratoires telles que PCoA (ou MDS) ou des analyses de clustering
seront effectuées. Puis, une analyse a I’aide la méthode PERMANOVA
sera présentée.

Dans un second temps, pour chaque nceud de I’arbre phylogénétique, la
comparaison se fera a ’aide du modeéle ZIBR (two-part Zero Inflated
Beta Regression model with random effects) (1). La multiplicité des
tests sera prise en compte en ajustant la p-value a ’aide du False
Discovery Rate (Benjamini et Hochberg).
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RETOMBEES ATTENDUES

Nous nous attendons a observer dans cette étude exploratoire une
modification de la composition du microbiote fécal aprés 3 mois de
traitement par anti-TNF alpha.

Chez les patients, la réponse clinique devrait étre associée a des
caractéristiques et/ou a des modifications quantitatives et qualitatives
particuliéres du microbiote intestinal, des profils de COVs, du ratio
Th17/Treg et de 1’aspect endoscopique et de I’histologie digestive dans
les groupes RCH.

En cas de confirmation des résultats par des études de plus grande
échelle (études de cohorte nationales), cette étude pourrait ouvrir la voie
a une identification de patients potentiellement répondeurs a un
traitement par anti-TNF alpha selon leur profil de microbiote intestinal
initial (avant traitement).
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ABSTRACT

This research has been registered in http://www.clinicaltrials.gov/

Characterization of the intestinal microbiota in patients with inflammatory bowel disease and/or
spondyloarthritis and study of the impact of an anti-TNF alpha therapy

CHU of Bordeaux, France, is the sponsor of this research.
This research will be conducted with the support of CHU de Bordeaux.

e Background:

Spondyloarthritis and inflammatory bowel diseases are common diseases, frequently met together in
overlap syndroms. Their physiopathology remains puzzling. A strong role of gut microbiota has been
recently put forward to explain the development of inflammatory bowel diseases, and is suspected to play
an important role in rheumatoid diseases. Anti-TNF alpha are effective and safe drugs in the treatment of
both digestive and rheumatoid inflammatory diseases. The way they work is unclear, and the clinical
response to this treatment is variable. A better understanding of the pathophysiology of inflammatory bowel
diseases and of the action of anti-TNF alpha is essential to an optimized care.

Our hypothesis is that the efficacy of anti-TNF alpha in spondyloarthritis and in inflammatory bowel
diseases is at least partly due to its restoring action of homeostasis at the interface between gastrointestinal
mucosa and intestinal microbiota, either by primary action on the digestive epithelium, allowing it to regain
its control and tolerance functions toward mucosal microbiota, either by direct action on the intestinal
microbiota, via an inter-reigns regulation.

e Purpose:

The main objective of our study is to assess quantitative and qualitative changes in fecal microbiota before
(D0) and 3 months after initiation of anti-TNF alpha.

e Detailed description:

We propose to conduct an exploratory study, on 10 spondyloarthritis and 20 inflammatory bowel diseases
patients (10 Crohn’s disease and 10 ulcerative colitis), in which a first anti-TNF alpha treatment is
indicated. At DO and M3, intestinal microbiota will be studied by DNA16S sequencing and qPCR, via a
stool sampling. Volatile Organic Compounds (VOCs) profile will be obtained by mass spectrometry. Blood
lymphocytes profile will be obtained by flux cytometry. In addition, a colonoscopy will be performed at DO
for RCH patients, with an endoscopic and histological assessment. A second short colonoscopy will be
performed for RCH patients at M3. At each time, clinical assessment will be performed.

A mirror group of 10 spondyloarthritis and 20 inflammatory bowel diseases patients (10 Crohn’s disease
and 10 ulcerative colitis), in which an “all but anti-TNF alpha or biotherapy” treatment is indicated will be
included to distinguish the specific effects on microbiota of anti-TNF alpha.

12 patients by group will be included at DO by anticipating that some patients will stop their treatment
between DO and M3, and consequently will be excluded from M3 sampling and from final analysis. Final
analysis will be performed on 10 patients by group.

e Primary outcome: The comparison of microbiota profiles before (D0O) and after (M3) anti-TNF alpha
treatment

e Secondary outcomes:

- To look for microbiota characteristic at DO that could predict clinical response at M3

- To measure the association between microbiota modifications at M3, clinical response (Harvey-
Bradshaw index for Crohn’s disease, Mayo score for ulcerative colitis, BASDAI or ASDAS for
spondyloarthritis), VOCs profile and blood lymphocytes profile (balance Th17/Treg)

- For ulcerative colitis patients only: to measure the association between fecal microbiota
modifications after three months and endoscopic and histologic modifications.

- To look for specific microbiota modifications induced by anti-TNF alpha treatment.

e Study design: Monocentric, prospective, observational study
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o Eligibility criteria:

Patient inclusion criteria:

- Patients aged over 18 years
- Patients with the following conditions :
o Ulcerative colitis (UC) fulfilling the ECCO criteria
o Crohn's disease (CD) fulfilling the ECCO criteria
o Axial or peripheral spondyloarthritis (SpA) fulfilling the ASAS criteria

- Patients naive to anti-TNF alpha, justifying the initiation of an anti-TNF alpha treatment
according to current guidelines (ECCO IBD recommendations, the recommendations of the
French Society of Rheumatology for SpA)

- Patients agreeing to sign the informed consent

Criteria for non-inclusion:

- Patient with an inflammatory disease other than UC, CD or SpA

- History of bowel resection or digestive stoma

- Taking antibiotics in the three months preceding the stool collection
- Patients with contraindication to treatment

- Pregnancy or breast feeding

e Interventions:

o Therapeutic procedure

The choice of anti-TNF alpha and dosage will be at the discretion of the clinician, in accordance with
standard practices. The possible combination with other treatments: immunosuppressant, corticosteroids,
non steroidal anti-inflammatory drugs, will also be left free at the discretion of the clinician, and notified for
the analysis of results. For mirror groups, the new treatment should not have been prescribed in the last
three months before inclusion.

o Study of the intestinal microbiota

The intestinal microbiota will be evaluated by the study of the fecal microbiota. The stool samples at day 0
and M3 will be frozen at -80°C until 24 hours after collection or shipped in special OMNIGene Gut®
preservation kit from DNA Genotek (2). The clinical activity data will be identified at the time of sampling.
In addition, a detailed food questionnaire on the seven days before the collection and a Bristol scale will be
completed by all patients and controls. The horary of stool sampling will be recorded.
The analysis of microbiota will be performed according to the following method : extraction of the DNA
contained in feces according to a standardized method including a mechanic lysis, amplification of
DNAI16S according to a previously described method (3), sequencing of amplicons by sequencer 2nd
generation Illumina MiSeq, bioinformatic analysis for taxonomic assignment of sequences obtained, by
comparison with the Greengenes database containing a taxonomic classification of over 406000 bacterial
sequences. This method allows a qualitative and quantitative analysis. A mycobiotal analysis will be
performed after amplification of ITS2 region.

Moreover, quantitative PCR will be performed with specific primers targeting major species of
Burkholderiales order, as this order shown in an exploratory study to be predictive of clinical response.

o VOCs profile

VOCs profiles, measured by GC-MS, will be obtained at DO and M3, using ReCIVA® (Owlstone Medical)
sampler.

o Circulatory immune cells
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Flow cytometry analysis of fresh blood samples will characterize immune circulatory cells and especially
Th17 and Treg lymphocytes.

o Endoscopy and histology (substudy)

A colonoscopy will be performed at day 0 for all patients with UC, as part of routine care, with 10 biopsies
of 5 systematic sites to histological analysis in case of healthy mucosa, with targeted biopsies in case of
endoscopic lesions. The specimens for histological and immunohistochemical analysis will be fixed
immediately in a formalin solution at 10% and sent to pathology.

A second endoscopy (proctosigmoidoscopy) will be performed at three months as part of routine care
(assessment of mucosal healing) for these same groups.

The endoscopic activity score will be the UCEIS. The histological activity score will be Riley score. The
type of bowel preparation will be notified at each time.

e Number of subjects: 30 patients treated by TNF alpha inhibitors (10 spondyloarthritis, 10 Crohn’s
disease and 10 ulcerative colitis) and 30 patients treated by all but TNF alpha inhibitors (mirror group)

o Statistical analysis: The main objective is to compare the composition of the faecal microbiota before
and 3 months after initiation of treatment with anti-TNF alpha.

First, the Beta diversity which allows to compare the variation of composition between several
communities will be studied using different dissimilarity measures such as the Jaccard distance and the
Unifrac distance. From these distances, exploratory analyzes such as PCoA (or MDS) or clustering
analyzes will be carried out. Then, an analysis using the PERMANOV A method will be presented.

Secondly, for each node of the phylogenetic tree, the comparison will be made using the model ZIBR
(two-part Zero Inflated Beta Regression model with random effects). The multiplicity of tests will be
taken into account by adjusting the p.value using the False Discovery Rate (Benjamini and Hochberg).

e Key-words: Microbiota, spondyloarthritis, inflammatory bowel disease, Crohn’s disease, ulcerative
colitis, anti-TNF alpha, inflammation
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2. JUSTIFICATION SCIENTIFIQUE

2.1. ETAT ACTUEL DES CONNAISSANCES

Les maladies inflammatoires chroniques de l'intestin (MICI) sont représentées par la maladie de Crohn
(MC) et la rectocolite hémorragique (RCH). Les MICI sont associées dans 30 a 40% des cas a des
manifestations inflammatoires extra-digestives, par ordre de fréquence les pathologies rhumatismales
inflammatoires, ophtalmologiques et dermatologiques (4). La prévalence des MICI est estimée en France a
0,2% de la population.

Les spondyloarthropathies (SpA) comprennent la spondylarthrite ankylosante (SA), les arthrites associés
aux MICI, l'arthrite psoriasique, l'arthrite réactionnelle, la spondyloarthrite juvénile, le syndrome SAPHO.
Leur prévalence globale est estimée a 0,35%.

Environ 20% des patients atteints de MC présentent des manifestations de SA, tandis que 5 a 6% des
patients avec SA souffrent également d'une MICIL Des lésions iléales ou coliques endoscopiques sont
détectées chez 30 a 45% de ces patients, et des lésions histologiques chez 60% de ces patients (5). En outre,
une rémission clinique de la SA est toujours associé a une normalisation de I'histologie digestive, tandis que

la persistance des symptomes rhumatismaux est majoritairement associée a la persistance d’une
inflammation intestinale (6).

Ces éléments sont en faveur d'un lien étroit entre la physiopathologie des atteintes intestinales et
articulaires, qui pourrait étre expliqué par le role crucial de la flore digestive.

La flore digestive, ou microbiote intestinal, est I’ensemble des organismes vivants présents dans le tractus
digestif. L’implication du microbiote intestinal dans les maladies non seulement digestives mais aussi extra-
digestives a été mis en évidence dans les deux derniéres décennies (7).

Si I'on sait que l'origine des MICI est multifactorielle, leur physiopathologie résultant d'une interaction entre
les facteurs environnementaux (y compris le tabac), des facteurs génétiques et une dysrégulation du systéme
immunitaire, il est maintenant clairement établi que des changements significatifs du microbiote intestinal
sont associés a ces maladies (8,9). Ces changements, appelés dysbiose, sont caractérisés par un déséquilibre
entre les populations bactériennes dans le microbiote intestinal. Cette dysbiose, particuliecrement étudiée
dans la MC, est caractérisée par une perte de la diversité et un déficit en certaines espéces du phylum des
Firmicutes, en particulier Faecalibacterium prausnitzii de la famille des Clostridiaceae, qui se sont révélées
avoir un potentiel anti-inflammatoire, et une augmentation d'autres espéces, en particulier des
Enterobacteriaceae, en particulier Escherichia coli, y compris E. coli adhérente invasive, qui posséde une
action pro-inflammatoire (10).

Une étude a récemment montré que de faibles concentrations en F. prausnitzii sont corrélées avec une
récidive précoce de MC apres interruption du traitement par anti-TNF alpha (11).

De plus, outre la dysbiose bactérienne, une étude récente a montré qu’il existait chez des patients atteints de
MC une dysbiose fungique caractérisée par des altérations en terme de biodiversité et de composition,
suggérant un r6le du microbiote fungique dans la physiopathologie de la MC (12).
Les données concernant la RCH sont parcellaires et ont été obtenues a partir de cohortes plus réduites. Une
étude en PCR quantitative a retrouvé une plus faible abondance de Roseburia hominis et de
Faecalibacterium prausnitzii chez des patients atteints de RCH comparés a des sujets controles (13). Les
COVs représentent un biomarqueur totalement non invasif innovant. Leurs profils sont corrélés a
I’existence d’une maladie inflammatoire ou de plusieurs types de cancers. Ils permettent également de
distinguer des MICI en poussée et en rémission (14).

La physiopathologie des SpA est encore imparfaitement comprise. Il est connu depuis plusieurs décennies
que le HLA-B27, alléle normal du complexe majeur d'histocompatibilité présent dans 6-8% de la population
expose a un risque relatif de 200 de développer une SA, avec une incidence de 90% chez les patients
présentant une SA (15). Le role du HLA-B27 n’est pas encore clairement compris. Il a ét€ suggéré que
l'analogie avec certains épitopes bactériens (mimétisme moléculaire) pourrait faciliter, a I’occasion d'une
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infection bactérienne ou d’une modification de la flore commensale, une rupture de la tolérance au soi. Des
études plus récentes ont souligné dans des modeles animaux que I’HLA-B27 pourrait sélectionner un
microbiote intestinal particulier qui prédisposerait a I’inflammation digestive (16).

Dans la physiopathologie de la SpA, l'implication du microbiote intestinal, qui joue un réle majeur dans
I'éducation du systéme immunitaire, est fortement suggéré par plusieurs études chez les animaux. Des rats
transgéniques pour HLA-B27 développent un large spectre de symptdmes auto-immuns comme une arthrite
périphérique et axiale, et une colite. Lorsque ces mémes rats sont élevés dans un environnement stérile
(animaux axéniques), ils ne développent ni arthrite ni colite (17). Fait intéressant, un phénotype
inflammatoire est restauré par la réintroduction des bactéries commensales dans l'alimentation de ces
animaux axéniques, en particulier avec un cocktail contenant des Bacteroides et Lactobacillus (18).

Seules quelques études ont exploré le microbiote intestinal dans la SA. Une prévalence plus grande de
bactéries réduisant les sulphates a été retrouvée dans les selles de patients présentant une SA (19). Une
étude récente a montré que le microbiote de I’iléon terminal chez les patients atteints de SA différait
significativement de celui des sujets sains, avec une augmentation de cinq familles bactériennes
(Lachnospiraceae, Ruminococcaceae, Rikenellaceae, Porphyromonadaceae et Bacteroidaceae) et une
diminution de deux familles (Veillonellaceae et Prevotellaceae) (20).

Le microbiote intestinal est susceptible de modifier 1’équilibre entre les populations de lymphocytes T
régulateurs et Thl7 circulants (ratio Th17/Treg), via des mécanismes épigénétiques. Cette rupture
d’équilibre a été clairement associée au développement et a la progression de pathologies inflammatoires
non seulement du tractus digestif mais également a 1’échelle systémique (21) et pourrait représenter le
chainon manquant entre modifications du microbiote intestinal et maladies inflammatoires rhumatismales
(22).

Les traitements anti-TNF alpha ont révolutionné le traitement des maladies inflammatoires chroniques dans
les années 2000, changeant drastiquement 1’évolution de ces pathologies tout en présentant un excellent
profil de sécurité (23). Il existe cependant des patients qui ne répondent pas cliniquement a ces molécules,
sans qu’aucune prédiction de la réponse ou de la non-réponse ne soit possible avant initiation du traitement.
Ainsi dans les MICI, une résistance primaire a un traitement anti-TNF alpha est observée chez 10 a 40 %
des malades, et pres de 40 % des patients ayant obtenu une réponse initiale perdent la réponse au cours de la
premiére année de traitement (24). Dans les SpA, la non-réponse aux anti-TNF alpha est moins bien
documentée ; la réponse n’était que de 31% (critére ASAS 40) dans une cohorte nationale (25).

Nous connaissons l'efficacité de ces traitements sur la cicatrisation de la muqueuse digestive, permettant la
restauration d'une structure normale de 1'épithélium digestif, qui peut alors a nouveau assurer ses fonctions
de barriere et de régulation du microbiote luminal nécessaires a I'nhnoméostasie digestive (26).

Ainsi, ces molécules pourraient indirectement changer la composition du microbiote intestinal. Une étude
dans la MC a montré des changements de composition du microbiote aprés traitement par un anti-TNF
alpha (I’adalimumab), avec une augmentation de nceuds taxonomiques (Firmicutes, Bacteroides et
Actinobacteria) et une diminution des E. coli aprés traitement (27). Dans la RCH, la réponse clinique a trois
mois était corrélée dans une étude récente a une concentration supérieure en Faecalibacterium prausnitzii
avant |’instauration du traitement. De plus, dans cette méme étude 1’abondance en F. prausnitzii augmentait
pendant le traitement chez les répondeurs (28). Dans une étude pédiatrique, le traitement de MICI par anti-
TNF alpha augmentait a 6 semaines la diversité chez les répondeurs ; de plus les patients répondeurs
présentaient avant I’instauration du traitement une plus grande abondance en bactéries des genres
Bifidobacterium, Clostridium colinum, Eubacterium rectale, Clostridiales incultivables et Vibrio, ainsi
qu’une plus faible abondance en Streptococcus mitis (29).

Une action directe sur le microbiote intestinal, via une régulation inter-régnes, est suggérée par plusieurs
études (30,31). Cette régulation inter-régnes a été récemment mise en évidence, avec I’identification de
récepteurs bactériens adrénergiques chez des pathogenes, permettant une reconnaissance des hormones
neuro-endocrines de 1’héte et une adaptation physiologique bactérienne en fonction de la condition de
I’organisme humain (32,33). L’existence d’un récepteur membranaire bactérien au TNF alpha a été
anciennement suspectée, particulierement chez les bactéries gram negatives (34); dans cette étude la
présence de TNF alpha semblait augmenter la virulence de Shigella flexneri. Des études in vitro sont
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cependant nécessaires pour tester les effets du TNF alpha et des anti-TNF alpha utilisés en pratique clinique
sur des bactéries commensales du tube digestif.

Nous avons mené une étude exploratoire, dans les services de rhumatologie de 1’hopital Pellegrin et de
I’hopitale Cochin (AP-HP) sur 19 patients atteints de SpA nécessitant I’introduction d’anti-TNF alpha.
L’étude du microbiote fécal a été réalisée par séquencage haut débit aprés amplification de la région codant
pour I’ARNI16 bactérien, a la Plateforme de Génomique Fonctionnelle. L’assignation taxonomique et
I’analyse bioinformatique ont été réalisées au Centre de Bioinformatique de Bordeaux (CBiB, équipe de
Macha Nikolski).

Nous avons montré une diversité microbienne réduite chez les non-répondeurs avant 1’introduction d’un
traitement par anti-TNF alpha, qui se corrigeait apreés trois mois de traitement. Nous avons également
identifié¢ un nceud taxonomique particulier, 1’ordre des Burkholderiales, dont 1’abondance était augmentée
avant le début du traitement chez les futurs répondeurs. Par ailleurs, la composition du microbiote des non-
répondeurs était caractérisée par une plus grande instabilité dans le temps.

Il n’existe pas d’étude en cours concernant les effets des anti-TNF alpha sur le microbiote intestinal selon le
site www.clinicaltrials.gov.

2.2. HYPOTHESES DE LA RECHERCHE

Notre hypothese est que I’efficacité des anti-TNF alpha dans les SpA et dans les MICI est au moins en
partie liée a son action de restauration de I’homéostasie au niveau de I’interface entre muqueuse digestive et
microbiote intestinal, soit par une action primaire sur 1’épithélium digestif, lui permettant de retrouver ses
fonctions de contrdle et de tolérance vis-a-vis du microbiote muqueux, soit par une action directe sur le
microbiote intestinal, suggérée par plusieurs études.

Nous nous attendons a observer dans cette étude exploratoire une modification de la composition du
microbiote fécal aprés 3 mois de traitement par anti-TNF alpha.

Chez les patients, la réponse clinique devrait étre corrélée a des caractéritiques et/ou des modifications de la
composition du microbiote fécal.

2.3. JUSTIFICATION DES CHOIX METHODOLOGIQUES

II s'agit d'une étude de cohorte observationnelle prospective monocentrique de type exposé/non exposé de
patients atteints de RCH, MC ou SpA traités ou non par anti-TNF alpha. Le fait que 1’étude du microbiote
intestinal a partir d’échantillons de selles est totalement non-invasive justifie 1’aspect non-interventionnel
(catégorie 2 de la loi Jardé).

Par ailleurs, afin de pouvoir identifier les modifications du microbiote fécal spécifiques au traitement anti-
TNF alpha, en plus de I’inclusion de 30 patients (10 MC, 10 RCH, 10 SpA) ayant une indication a
I’initiation a 1’anti-TNF alpha, un groupe témoin de 30 patients (10 MC, 10 RCH, 10 SpA) ayant une
indication a I’initiation d’un autre traitement que 1’anti-TNF alpha sera inclu dans 1’étude. 1l s’agit d’une
étude exploratoire dans laquelle nous recherchons des modifications importantes du microbiote expliquant
les effectifs assez faibles mais avec un schéma d’étude permettant un contraste important entre patients
traités par anti-TNF et témoins.

De plus, les patients atteints de RCH bénéficiant d’une endoscopie a JO (évaluation des l1ésions) et a M3
(évaluation de la cicatrisation muqueuse) dans le cadre des soins courants, nous disposerons sans
intervention de biopsies permettant une analyse de I’histologie muqueuse dans ce sous-groupe de patients.

2.4. RAPPORT BENEFICE / RISQUE

Il n’existe pas de bénéfice individuel direct lié a cette recherche.

11 n’existe aucun risque prévisible li¢ a cette recherche, les prélevements de selles étant totalement anodins.
Le prélevement de deux tubes de sang supplémentaires ne causera aucune géne car un prélévement sanguin
sera de toute fagon réalisé dans le cadre des soins courants dans le méme temps.

Les seules contraintes sont donc liées aux deux préléevements de selles par patient, qui ne nécessitent
cependant aucun déplacement supplémentaire.

Le rapport bénéfice/risque est donc excellent et permet de proposer ce protocole aux patients.
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2.5. RETOMBEES ATTENDUES

Les résultats de cette étude devront étre confirmés par des projets de plus grande échelle, régionaux ou
nationaux. Une implication des réseaux européens comme le GETAID pour les MICI serait également
envisageable.

En cas d’identification de nouveaux marqueurs microbiotaux a JO potentiellement prédictifs de la réponse
clinique a M3, la recherche de ces marqueurs microbiotaux particuliers par PCR quantitative ciblée sur les
marqueurs identifiés permettrait, apreés vérification du caractere prédictif des données produites, la
réalisation d’un test simple avec une réduction drastique des colts et une utilisation aisée en pratique
clinique quotidienne.

En cas de consolidation de nos résultats, cette étude pourrait ainsi ouvrir la voie a une identification de
patients potentiellement répondeurs ou non-répondeurs a un traitement par anti-TNF alpha selon leur profil
de microbiote intestinal et ainsi permettre au clinicien de choisir d’emblée le traitement le plus adapté, en
évitant par exemple aux patients potentiellement non-répondeurs une perte de temps avant soulagement de
leurs symptomes, ainsi qu’un coft inutile pour le syst¢éme de santé. Ceci est impossible avec les différents
moyens dont nous disposons actuellement.

Cette possibilité de prise en charge personnalisée basée sur des biomarqueurs simples suivrait I’évolution
nécessaire des pratiques médicales.

2.6. JUSTIFICATION DU FAIBLE NIVEAU D’INTERVENTION

La procédure a I’étude dans cette recherche ne comporte que des risques et des contraintes minimes. En
effet, seuls deux tubes de sang supplémentaires et le recueil de selles sont prévus spécifiquement dans le
cadre de cette recherche. Par ailleurs, cette recherche n’occasionne pas de déplacement supplémentaire des
participants.

3. OBJECTIFS DE LA RECHERCHE

3.1. OBJECTIF PRINCIPAL

Comparer le microbiote fécal avant (JO) et 3 mois apres ’initiation de I’anti-TNF alpha.

3.2. OBJECTIFS SECONDAIRES

1) Comparer le microbiote fécal a JO et a M3 entre les patients répondeurs et non-répondeurs au
traitement anti-TNF alpha.

2) Estimer ’association entre les modifications du microbiote intestinal entre JO et M3, la réponse
clinique, les profils de COVs et le ratio Th17/Treg

3) Au sein des groupes RCH : estimer 1’association entre les modifications du microbiote intestinal
fécal entre JO et M3 et les modifications endoscopiques et I’histologie digestive, selon le traitement
(anti-TNF alpha ou autre traitement)

4) Identifier les modifications du microbiote avant/apres traitement spécifiques du traitement anti-
TNF-alpha.

4. CONCEPTION DE LA RECHERCHE

11 s’agit d’une étude de cohorte observationnelle prospective, monocentrique de type exposé/non exposé de
patients atteints de RCH, MC ou SpA traités ou non par anti-TNF alpha.
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5. CRITERES D’ELIGIBILITE

5.1. CRITERES D’INCLUSION

e Patients 4gés de plus de 18 ans
e Patients présentant une des pathologies suivantes :

o RCH répondant aux criteres ECCO

o MC répondant aux criteres ECCO

o Spondyloarthrite axiale seule ou axiale et périphérique répondant aux critéres ASAS

e Patients naifs d’anti-TNF, justifiant la mise en route :

o Soit d’un traitement anti-TNF selon les critéres en vigueur (recommandations ECCO pour
les MICI, recommandations de la Société Francaise de Rhumatologie de prise en charge des
spondyloarthrites),

o Soit d’un autre type de traitement hormis une biothérapie pour le groupe miroir.

e Personne affiliée ou bénéficiaire d’un régime de sécurité sociale.
e Consentement libre, éclairé et écrit signé par le participant et I’investigateur (au plus tard le jour de
I’inclusion et avant tout examen nécessité par la recherche).

5.2. CRITERES DE NON INCLUSION

e Patient présentant une autre maladie inflammatoire qu’une RCH, une maladie de Crohn ou une
spondyloarthrite

e Antécédent de résection intestinale ou de stomie digestive

e Prise d’antibiotiques dans les trois mois précédant le recueil de selles

e Patients présentant une contre-indication au traitement

e Refus de participer a cette étude a la lecture de la note d’information

e Femmes enceintes ou allaitantes

5.3. FAISABILITE ET MODALITES DE RECRUTEMENT

Le recrutement sera effectué soit en consultation, soit en hopital de jour.
Les praticiens au contact des patients proposeront systématiquement aux patients répondant aux critéres
d'inclusion de participer a I'étude.

Les inclusions seront réalisées soit dans le service de Rhumatologie de 1’hopital Pellegrin, soit dans le
service d’Hépato-gastroentérologie de 1’hopital Haut-Lévéque.

Apres analyse rétrospective des files actives de patients sur les deux derniéres années dans les deux sites, le
recrutement minimal concernant les premiéres prescriptions d’anti-TNF alpha est d’environ deux patients
par mois en rhumatologie, six patients par an atteints de MC et huit atteints de RCH par an.

Nous estimons pouvoir inclure 2 patients par mois au minimum dans chaque service.

Nous inclurons a JO 12 patients par groupe. Les analyses a M3 ne seront réalisées que chez les patients chez
lesquels le traitement a 1’étude sera poursuivi jusqu’a M3. Les analyses finales ne seront réalisées que chez
les 10 premiers patients par groupe ayant complété leur suivi.
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6. PROCEDURE(S) DE LA RECHERCHE

6.1. METHODES D’ETUDE DU MICROBIOTE INTESTINAL :

Le microbiote intestinal sera évalué par I’étude du microbiote fécal. Les prélévements de selles a JO et a M3
seront congelés a -80°C au plus tard 24h apres le recueil, ou conservés a température ambiante et envoyés
par courrier au Centre de Ressources Biologiques dans un milieu adapté et validé pour I’étude du
microbiote (OMNIGene Gut® (2) de DNA Genotek). Les données cliniques d’activité seront relevées au
moment du prélévement. De plus, un questionnaire alimentaire détaillé sur les sept jours précédant le
recueil sera rempli par tous les patients et témoins (en annexe) afin en particulier d’éliminer un biais li¢ a un
changement de régime alimentaire.

De méme, une score de consistance des selles sera réalisé (échelle de Bristol en annexe) et ’heure du
recueil des selles sera notifié afin de maitriser les biais de composition du microbiote liés a la consistance
des selles (35) et au rythme circadien.

L’analyse du microbiote sera réalisée selon le procédé suivant : extraction de I’ADN contenu dans les féces
selon une méthode standardisée comprenant une étape de lyse mécanique (BeadBeater), amplification de
I’ADN16S selon une méthode précédemment décrite (3), séquencage des amplicons par séquenceur 2°™
génération Illumina MiSeq, analyse bioinformatique pour assignation taxonomique des séquences obtenues,
par comparaison avec la base de données Greengenes, contenant une classification taxonomique de plus de
406000 séquences bactériennes. Une caractérisation du mycobiome sera également réalisée, a partir de
I’amplification de la région ITS2 selon une méthode précédemment décrite (36).

Il s’agit d’'une méthode d’analyse qualitative (composition a I’échelle des phyla, classes, ordres, familles,
genres et especes) et quantitative (relative), validée dans 1’étude de la composition et de la diversité des
communautés microbiennes (37).

Une PCR quantitative sur 1’ordre des Burkholderiales (identifié comme marqueur prédictif de réponse
clinique dans notre étude exploratoire) sera réalisée a I’aide d’amorces spécifiques des espéces majoritaires
de cet ordre, selon la méthode décrite par I’'INRA (38).

6.2. ENDOSCOPIE ET HISTOLOGIE - ETUDE ANCILLAIRE SUR PATIENTS
ATTEINTS DE RCH

Une étude ancillaire sera réalisée a partir des prélévements issus des patients atteints de RCH.

e Une endoscopie sera réalisée a JO pour tous les patients atteints de RCH (groupes I et It), dans le
cadre des soins courants, avec 10 biopsies étagées sur 5 sites systématiques pour analyse
histologique en cas de muqueuse saine, plus des biopsies ciblées en cas de 1ésions endoscopiques.
Les prélevements destinés a I’analyse histologique seront fixés immédiatement dans une solution de
formol a 10% et envoyés en anatomo-pathologie. Une seconde endoscopie (rectosigmoidoscopie)
sera réalisée a trois mois dans le cadre des soins courants (évaluation de la cicatrisation muqueuse)
pour ces mémes groupes.

e Le score d’activité endoscopique sera I’"UCEIS.

e Le score d’activité histologique sera le score de Riley.

e Le type de préparation colique sera notifié a chaque examen.

6.3. CELLULES IMMUNITAIRES CIRCULANTES

L’immunophénotypage sera réalisé sur sang frais a partir d’un tube EDTA par technique de cytométrie de
flux au GRIC (Groupe de Recherche en Immunologie Clinique, Claire Larmonier), avec typage des
lymphocytes Th17 et Treg.

Le deuxiéme tube EDTA sera envoyé au CRB. Une préparation de type Ficoll permettra d’une part une
analyse ultérieure des PBMC et d’autre part la réalisation d’aliquots de plasma pour analyses ultérieures, en
cas de questions scientifiques émergentes.
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6.4. PROFILS DE COVS

Les échantillons d’air expiré seront recueillis a JO et a M3 a I’aide d’un appareil de type ReCIVA®
(Owlstone Medical). La durée de recueil des échantillons est comprise entre 1 et 10 minutes selon le gabarit
du patient. L’analyse des profils de COVs sera réalisée par spectrométric de masse couplée a une
chromatographie gazeuse.

Cet examen est optionnel. Il sera proposé en fonction des disponibles de ’appareil dans les services.

7. TRAITEMENTS ASSOCIES

7.1. TRAITEMENTS ASSOCIES AUTORISES

7.1.1. MEDICAMENTS AUXILIAIRES
Le choix de I’anti-TNF et la posologie seront laissés a 1’appréciation du clinicien, dans le respect des AMM,
en accord avec les pratiques courantes.

7.1.2. AUTRES TRAITEMENTS/PROCEDURES
La prescription conjointe ou exclusive d’autres traitements : immunosuppresseur, corticoides, anti-
inflammatoires non stéroidiens, a I’exception des biothérapies, sera ¢galement laissée libre, a I’appréciation
du clinicien, et notifiée dans le cahier d’observation afin d’étre pris en compte pour 1’analyse des résultats.
Pour les groupes miroir, le nouveau traitement instauré devra ne pas avoir été recu par les patients dans les
3 mois précédant I’inclusion.

7.2. TRAITEMENTS/PROCEDURES ASSOCIE(E)S INTERDIT(E)S

Toute antibiothérapie systémique dans les trois mois précédant I’inclusion ou pendant la durée d’inclusion
sera un motif d’exclusion du protocole, en raison des modifications drastiques du microbiote intestinal 1ié¢ a
I’utilisation d’antibiotiques. De méme, la prise de prébiotiques ou probiotiques médicamenteux (non
alimentaires) sera interdite.
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8. CRITERES DE JUGEMENT

8.1. CRITERE DE JUGEMENT PRINICIPAL

Le critére de jugement principal sera le profil de microbiote fécal a JO et M3 obtenu d’aprés la méthode
décrite dans le paragraphe 6.1.

8.2. CRITERES DE JUGEMENT SECONDAIRES

e Réponse clinique
o score d’Harvey-Bradshaw pour les MC (39) (en annexe) :
= laréponse clinique étant définie par une baisse d’au moins 3 points entre JO et M3,
= ]a rémission clinique par un score inférieur ou égal a 4.
o score de Mayo pour les RCH (40) (en annexe) :
= laréponse clinique étant définie par une baisse d’au moins 2,5 points entre JO et
M3,
= ]arémission clinique par un score inférieur a 2,5.
o score BASDAI (en annexe) pour les SpA axiales pures et score ASDAS (en annexe) toutes
les formes cliniques de SpA (41)) :
= les non-répondeurs étant définis par une baisse du score ASDAS inférieure ou
égalea l,
= les répondeurs partiels par une baisse supérieure ou égale a 1,1 et inférieure a 2,
= les répondeurs par une baisse supérieure ou égale a 2.

e Profils de COVs a JO et M3

e Ratio lymphocytes Th17/Treg circulants
o ratios entre JO et M3 et concentration sanguine absolue en lymphocytes Treg et Th17 entre
JOet M3

e Pour I’analyse dans le sous-groupe RCH
o aspect endoscopique (score UCEIS (42) a JO et M3)
o histologie digestive (score de Riley modifi¢ (43) a JO et M3)
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8.3. SCHEMA DE LA RECHERCHE

Initiation d’un Initiation d’un autre
anti-TNF o traitement
12 patients | 12 patients | 12 patients 12 patients | 12 patients | 12 patients
RCH MC SpA RCH MC SpA
(groupel) | (groupell) | (groupe Il) (groupe It) | (groupe lit) | (groupe IlI)

\/

« activité clinique

* composition du microbiote fécal

* ratio Treg/Th17 + profils de COVs

* patients RCH : endoscopie + histologie
sur biopsies

0 —

M3 ——————/ *idem uniquement pour les
patients chez lesquels le
traitement a I'étude aura été
maintenu entre MO et M3
pour une analyse finale sur 10
patients par groupe

9. DEROULEMENT DE LA RECHERCHE

9.1. Calendrier de la recherche
- Durée de la période d'inclusion = 21 mois

- Durée de participation de chaque participant = 3 mois
- Durée totale de la recherche = 24 mois

9.2. Tableau recapitulatif du suivi participant

Visite M3

Pré-inclusion Inclusion JO (+/- 15 jours)

Information sur le projet de recherche (R) v

LY

Recueil du consentement éclairé (R)

Vérification des critéres d’inclusion (R) 4

Examen cliniqueI (S)

Biologie suivi standard’ (S)

Microbiote intestinal (R)

Profil de COVs (R)’

Ratio Th17/Treg circulants (R)

Echelle de Bristol et heure du recueil

Questionnaire alimentaire (R)

Score UCEIS (RCH) (R)

NENENESANASAYANANAY
ANENENENENENENENAN

Score de Riley modifié (RCH) (R)

(S)Examen effectué dans le cadre du soin (R)Examen effectué dans le cadre de la recherche

1Examen clinique comprenant notamment la calcul des scores d'activité

2 (NFS, ionogramme sanguin, CRP, bilan hépatique)

3 Cet examen est optionnel. Il sera proposé en fonction des disponibles de 'appareil dans les services.
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9.3. VISITE DE PRE-INCLUSION
9.3.1.RECUEIL DU CONSENTEMENT

Lors de la visite de pré-inclusion, I’investigateur informe le participant et répond a toutes ses questions
concernant l'objectif, la nature des contraintes, les risques prévisibles et les bénéfices attendus de la
recherche. Il précise également les droits du participant dans le cadre d’une recherche impliquant la
personne humaine et vérifie les critéres d’éligibilité.

Dans le cas de la constitution d’une collection biologique et de sa conservation a 1’issue de la recherche,
I’investigateur informe le participant de la conservation a des fins scientifiques, de ses prélévements et
recueille son consentement et le documente dans le dossier source.

Un exemplaire de la note d’information est alors remis au participant par I’investigateur.

Apres cette séance d’information, le participant dispose d’un délai de réflexion. L’investigateur est
responsable de 1’obtention du consentement éclairé écrit du participant. Le formulaire de consentement doit
étre signé AVANT LA REALISATION DE TOUT EXAMEN CLINIQUE OU PARACLINIQUE
NECESSITE PAR LA RECHERCHE.

Si le participant donne son accord de participation, ce dernier et I’investigateur inscrivent leurs noms et
prénoms en clair, datent et signent le formulaire de consentement en deux exemplaires originaux.

Les différents exemplaires de la note d’information et du formulaire de consentement sont alors répartis
comme suit :

e Un exemplaire original de la note d'information et du consentement signé est remis au participant.

e L’autre exemplaire original est conservé par I’investigateur (méme en cas de déménagement du
participant pendant la durée de la recherche) dans un lieu siir inaccessible a des tiers.

Tout amendement qui modifie la prise en charge des participants ou les bénéfices, risques et contraintes de
la recherche fait I’objet d’un nouveau document d’information. L’information des personnes concernées
suit la méme procédure que celle précitée.

9.3.2.DEROULEMENT DE LA VISITE

Le médecin investigateur pratiquera un interrogatoire et un examen clinique rentrant dans le cadre des soins
courants, comprenant en particulier la recherche de contre-indication au traitement immuno-suppresseur
justifiant ainsi I’inclusion dans I’étude.

Il remettra également au patient un pot de coproculture permettant la réalisation du prélevement de selles la
veille de la réalisation de la visite d’inclusion. Ce prélévement sera récupéré par le médecin investigateur le
jour de la visite d’inclusion.

9.4. VISITE D’INCLUSION

Le médecin investigateur pratiquera un interrogatoire et un examen clinique rentrant dans le cadre des soins
courants, comprenant en particulier la recherche de contre-indication au traitement immuno-suppresseur, le
calcul du score d’activité, et le statut tabagique.

Un auto-questionnaire alimentaire rétrospectif portant sur les sept jours précédant le prélevement de selles
(en annexe) sera complété par le patient.

Les examens biologiques incluront :
- Un prélevement biologique dans le cadre de la prise en charge habituelle : NFS, ionogramme
sanguin, CRP, bilan hépatique (bilirubine totale, ASAT, ALAT, PAL, gGT)
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- Un prélévement biologique dans le cadre de la recherche : 2 tubes de sang frais sur tube EDTA de
7mL pour immunophénotypage sur sang frais (1 tube) et préparation de type Ficoll-Paque (1 tube).
- Un préléevement de selles pour analyse du microbiote fécal.

Pour les services disposant de I’appareil, un profil COVs sera réalisé.

9.5. VISITE DE SUIVI (M3)

Une visite de suivi a M3 se fera dans le cadre de la prise en charge habituelle. Il n’y aura pas de visite
supplémentaire dans le cadre de la recherche.

Lors de cette visite, un examen clinique complet, un bilan biologique incluant les examens décrits a la visite
d’inclusion et un questionnaire alimentaire seront réalisés.

9.6. ABANDON ET RETRAIT DE CONSENTEMENT

Le participant qui souhaite abandonner ou retirer son consentement de participation a la recherche (comme
il est en droit de le faire a tout moment) n’est plus suivi dans le cadre du protocole, mais doit faire I’objet de
la meilleure prise en charge possible compte tenu de son état de santé et de 1’état des connaissances du
moment.

Un abandon est une décision d’un participant inclus de faire valoir son droit d’interrompre sa participation
a une recherche, a tout moment au cours du suivi, sans qu'il n'encoure aucun préjudice de ce fait et sans
avoir a se justifier.

Un retrait de consentement est une décision d’un participant de revenir sur sa décision de participer a une
recherche et de faire valoir son droit d’annuler son consentement éclairé, a tout moment au cours du suivi et
sans qu'il n'encoure aucun préjudice de ce fait et sans avoir a se justifier.

L’investigateur doit identifier la cause de I’abandon/du retrati et évalue s’il est possible de recueillir la
variable sur laquelle porte le critére de jugement principal au moment de 1’abandon/du retrait. Les
abandons/retraits doivent étre notifiés rapidement au centre investigateur coordonnateur, au promoteur et au
centre de méthodologie et de gestion des données. Les raisons et la date d’abandon/de retrait doivent étre
documentées dans le cahier d’observation et dans le dossier médical du participant.

9.7. REGLES D’ARRET DE LA RECHERCHE

Fin de la recherche ou arrét prévu de la recherche : terme de la participation de la derniére personne qui
se préte a la recherche aussi appelé derniere visite du dernier participant inclus dans la recherche (toute
autre définition doit étre mentionnée dans le protocole).

Lorsque la recherche a atteint son terme prévu (arrét prévu), la fin de la recherche doit étre déclarée a
I’ANSM et au CPP dans un délai de 90 jours.

Arrét anticipé de la recherche : la recherche clinique est arrété (définitivement) de fagon anticipée. C’est
le cas, notamment, lorsque le promoteur décide :

e de ne pas commencer la recherche malgré 1'obtention de l'autorisation de I'ANSM et de 1'avis
favorable d’un CPP ;

e de ne pas reprendre la recherche aprés 1’avoir interrompu temporairement ou apres sa suspension
par ’ANSM.

Lorsque la recherche est arrétée (définitivement) de facon anticipée, la fin de la recherche doit étre déclarée
a I’ANSM dans un délai de 15 jours en indiquant les raisons qui motivent cet arrét.

Arrét temporaire de la recherche : I'arrét temporaire d'une recherche clinique consiste en :

- I'arrét de l'inclusion de nouvelles personnes dans cette recherche;

- et/ou l'arrét de 1’administration du produit testé, le cas échéant, a tout ou partie des personnes déja
incluses dans la recherche ;

- et/ou I’arrét de la pratique des actes prévus par le protocole de la recherche.
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Toute décision du promoteur d'interrompre temporairement la recherche doit faire 1'objet d'une information
immédiate a 'ANSM et au CPP concerné et dans un second temps et dans un délai maximum de 15 jours
calendaires suivant la date de cette interruption, d'une demande d’autorisation de modification substantielle
concernant cet arrét temporaire soumise a ' ANSM et d’une demande d’avis au CPP concerné.

9.8. DEVIATIONS AU PROTOCOLE

Les déviations peuvent concerner tous les aspects d’un protocole de recherche : processus d’inclusion,
suivi, mesure des critéres de jugement, traitements. Toutes doivent étre documentées par 1’investigateur et
discutées en Conseil Scientifique.

Seuls les abandons entrainent un arrét du suivi. Méme en cas de déviation au protocole, le suivi du
participant doit étre mené jusqu’au terme prévu dans le protocole.

9.8.1.PARTICIPANT PERDU DE VUE

Un participant est considéré comme perdu de vue quand il arréte le suivi prévu dans le cadre du protocole
sans raison connue de 1’investigateur, de sorte que le recueil des données ne peut pas étre effectué comme
prévu.

Les participants perdus de vue doivent faire I’objet d’une recherche active de la part de I’investigateur.

9.8.2.PARTICIPANT INCLUS A TORT

Un participant est considéré comme inclus a tort lorsqu’il a effectivement ét¢ inclus dans la recherche alors
qu’il ne vérifiait pas tous les criteres d’¢ligibilité. Les participants inclus a tort doivent faire I’objet d’une
discussion en Conseil Scientifique. Ils doivent continuer a étre suivis comme prévu par le protocole jusqu’a
ce qu’une décision soit prise par le Conseil Scientifique.

9.9. CONTRAINTES LIEES A LA RECHERCHE ET INDEMNISATION
EVENTUELLE DES PARTICIPANTS

Les contraintes liées a cette recherche sont principalement dues a la prise de sang supplémentaire
permettant de constituer la collection d’échantillons biologiques. La douleur associée a la réalisation de ce
prélevement pourra notamment étre atténuée par la pose d’un patch anti-douleur avant le geste sur la zone
de prélévement.

Le participant a la recherche ne pourra pas participer simultanément a une autre recherche interventionnelle.

Aucune indemnisation éventuelle n’est prévue pour les participants a cet essai.

9.10. CIRCUIT DES ECHANTILLONS BIOLOGIQUES

Les différents bilans biologiques réalisés a JO et M3 sont récapitulés dans le « tableau récapitulatif du suivi
participant » (§ 9.2) et comprennent :

o 1 tube EDTA supplémentaire de sang frais sera acheminé en urgence au GRIC a température
ambiante (entre 15 et 25°C) pour immunophénotypage sur sang frais a I’adresse suivante (envoi
possible seulement du lundi au jeudi inclu) :

GRIC - Groupe de recherche en immunologie clinique
Service d’immunologie - Immunogénétique
Pole de biologie et de pathologie
Groupe hospitalier Pellegrin - CHU de Bordeaux - 33076 Bordeaux Cedex
Tél : 05-57-82-14-68 (poste direct : 21 468) - Fax : 05.56.79.56.45

o 1 tube EDTA supplémentaire de sang frais sera acheminé au CRB a température ambiante (entre 15
et 25°C) pour préparation de type Ficoll a I’adresse suivante :

Centre de ressources biologiques
Groupe hospitalier Pellegrin - CHU de Bordeaux - 33076 Bordeaux Cedex

Tél : 05-57-82-12-00
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e Les échantillons de selles (JO et M3) seront acheminés directement du lieu de prélevement
hospitalier jusqu’au CRB par transport agréé, a 4°C, dans un délai maximum de 24h apres le
recueil, ou acheminés par voie postale a température ambiante conservés dans un kit spécifique
(OMNIGene Gut®) en cas d’impossibilité de prélévement hospitalier.

e Les échantillons d’air expiré (JO et M3) seront acheminés directement du lieu de prélévement
jusqu’a la compagnie Owlstone Medical (Cambridge, Royaume-Uni) pour analyse, a température
ambiante par voie postale.

9.11. COLLECTION D’ECHANTILLONS BIOLOGIQUES

L’objectif de la constitution des collections d’échantillons biologiques est a but de recherche ultérieure. La
constitution d’une plasmathéque, d’une sérotheque et d’une cellulothéque sera réalisée dans le cadre de ce
protocole aux visites JO et M3.

Les échantillons conservés seront (par patient) :
- 2 échantillons de selles
- 1 aliquot de PBMC résultant de la préparation au Ficoll
- 1 aliquot de plasma résultant de la préparation au Ficoll
- blocs de paraffine incluant les biopsies réalisées lors des endoscopies pour les RCH (nombre variable
selon I’étendue des Iésions)

Les biopsies coliques réalisées dans le cadre des soins courants seront archivées au laboratoire d’anatomo-
pathologie de Haut-Lévéque pour analyse ultérieure, sans anonymisation spécifique (étiquette SIGMA).

L’ensemble des prélévements (a I’exception des biopsies) seront conservés au Centre de Ressources
Biologiques Plurithématique - Bordeaux Biothéques Santé (CRB-P BBS) localisé a 1’hopital du tondu,
Groupe hospitalier Pellegrin - CHU de Bordeaux - 33076 Bordeaux Cedex.

Le porteur de la collection sera le Docteur Pauline Riviere.

11 est prévu de détruire les prélévements apres S années de conservation a I’issue de la recherche.

10. GESTION DES EVENEMENTS INDESIRABLES

Les effets ou de la procédure concernée (pharmacovigilance, matériovigilance, hémovigilance...).

Aucun effets indésirables/incidents n’est a prévoir lors de cette étude.

11. ASPECTS STATISTIQUES

11.1. CALCUL DE LA TAILLE D’ETUDE

L’objectif principal est de comparer la composition du microbiote fécal avant (JO) et 3 mois apres
I’initiation de traitement par anti-TNF alpha. La capacité de recrutement des centres permettra I’inclusion
de 36 patients (12 MC, 12 RCH, 12 SpA) ayant une indication d’initiation de traitement anti-TNF alpha.
Cependant, dans cette population, nous estimons que sur les 36 patients inclus seulement 10 par groupe
pourraient recevoir 1’intégralité du traitement entre JO et M3 et seront donc analysables. Avec les données
de I’étude pilote sur les SpA, I’inclusion de 30 patients permettra, selon la méthode PERMANOVA (44),
pour une puissance de 80% d’obtenir un w? d’au moins 0.2 (weighted Jaccard, ne prenant en compte que
I’abondance) et d’au moins 0.04 (weighted Unifrac, prenant en compte I’abondance et I’arbre
phylogénétique). w? étant I’estimation non-biaisée de R? (rapport de la variabilité inter-groupe/ variabilité
totale).

De plus, afin d’avoir 30 patients témoins analysables (ayant regu 1’intégralité¢ des 3 mois de traitement) 36
patients (12 MC, 12 RCH, 12 SpA ) traités avec un autre traitement que 1’anti-TNF alpha seront inclus afin
de pouvoir identifier les nceuds taxonomiques modifiés spécifiquement par le traitement anti-TNF alpha.
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11.2. METHODES STATISTIQUES EMPLOYEES
11.2.1. STRATEGIE D’ ANALYSE

Les données seront analysées par le biostatisticien du Centre de Méthodologie et de Gestion des données,
I’Unité de Soutien Méthodologique a la Recherche Clinique et Epidémiologique du CHU de Bordeaux
(USMR).

Les analyses se feront sur données disponibles c’est-a-dire sans imputation des données manquantes.
Toutes les estimations seront effectuées au risque d’erreur de premiere espéce o = 5%.
11.2.2. METHODES STATISTIQUES EMPLOYEES

Les variables qualitatives seront décrites en termes d’effectif, de pourcentage et d’intervalle de confiance a
95% selon la loi binomiale exacte.

Les variables quantitatives seront décrites en termes d’effectif, moyenne, écart-type et intervalle de
confiance a 95% de la moyenne, médiane, minimum, maximum, ler et 3¢me quartile.

On essaiera autant que possible d’associer une représentation graphique aux analyses.

11.2.3. LOGICIELS UTILISES
Les analyses seront réalisées avec le logiciel SAS® (version n°9.3 et versions ultérieures) et le logiciel R®.

11.3. PLAN D’ANALYSE
11.3.1. DESCRIPTION DES INCLUSIONS ET DU SUIVI

Le nombre de patients inclus, la courbe des inclusions (évolution du nombre des patients inclus entre la
premiére et la derniére inclusion) seront présentés.

11.3.2. PATIENTS INCLUS DANS L’ANALYSE

Ne pourront étre exclus de I’analyse que les patients qui présentent au moins une des conditions suivantes :
e patients inclus a tort pour consentement non signé ;
e patients inclus a tort pour critére(s) majeur(s) d’éligibilité non respecté(s) ;

e patients ayant retiré leur consentement.
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Cette décision d’exclusion sera prise par le Conseil Scientifique aprés documentation de 1’observation par le
Centre de Méthodologie et de Gestion des données.

En dehors de ces exclusions, les patients décédés, perdus de vue ou ayant abandonné la recherche seront
tous inclus dans I’analyse.

11.3.3. CARACTERISTIQUES DES PATIENTS A L’INCLUSION

Les patients seront décrits selon les variables suivantes :
- respect des criteres d’éligibilité ;
- caractéristiques épidémiologiques ;
- caractéristiques cliniques ;
- caractéristiques biologiques.

Une description des violations du protocole et des patients répartis selon ces violations sera faite.

Une description des causes de déces et d’abandon sera faite et les patients décédés, perdus de vue ou ayant
abandonné la recherche seront décrits et comparés aux autres patients.

11.3.4. CRITERE DE JUGEMENT PRINCIPAL

L’analyse de la composition du microbiote sera effectuée pour chaque patient en réalisant une assignation
taxonomique a I’aide du logiciel TANGO (version 1.0). Les reads seront d’abord mappés sur les séquences
16S de référence contenues dans la base de données GreenGenes (release 10022015). Les échantillons ayant
un nombre insuffisant de reads mappés ne seront pas pris en compte dans 1’analyse.

Pour chaque échantillon, nous disposerons d’un arbre phylogénétique dont les nceuds taxonomiques seront
étiquetés par les comptes de reads assignés a ce nceud. Une matrice d’occurrence sera alors construite a
partir des résultats d’assignation de chaque échantillon selon le principe suivant : si n reads sont assignés a
un neeud N, le neeud N-1 dans I’arbre phylogénétique voit son compte augmenté de n. Le nombre
d’assignations au nceud racine (taxon Bacteria) correspondra donc au nombre total de reads mappés sur les
séquences de référence de 1’échantillon. Les comptes seront ensuite normalisés par le nombre total de reads.
La diversité Alpha qui mesure la richesse de I’échantillon sera estimée pour chaque échantillon a 1’aide des
indices de Shannon ou Simpson. La comparaison de I’ensemble des indices entre JO et M3 sera réalisée a
I’aide d’un t-test.

L’objectif principal est de comparer la composition du microbiote fécal avant et 3 mois apres I’initiation du
traitement par anti TNF alpha.

Dans un premier temps, la diversité Béta qui permet de comparer la variation de composition entre plusieurs
communautés sera étudiée a ’aide de différentes mesures de dissimilarités comme la distance de Jaccard et
la distance Unifrac. A partir de ces distances, des analyses exploratoires telles que PCoA (ou MDS) ou des
analyses de clustering seront effectuées. Puis, une analyse a l’aide la méthode PERMANOVA sera
présentée.

Dans un second temps, pour chaque nceud de ’arbre phylogénétique, la comparaison se fera a I’aide du
modele ZIBR (two-part Zero Inflated Beta Regression model with random effects) (1). La multiplicité des
tests sera prise en compte en ajustant la p.value a I’aide du False Discovery Rate (Benjamini et Hochberg).

De plus, I’analyse décrite précédement sera aussi réalisée au sein de chaque sous-groupe (MC, RCH, SpA).

11.3.5. CRITERES DE JUGEMENTS SECONDAIRES

1) Une comparaison du microbiote fécal a JO d’une part puis a M3 d’autre part entre les patients
traités par anti-TNF alpha et les patients recevant un autre traitement sera réalisée a 1’aide de la
méthode ALDEx2, ANOV A-like Differential Expression tool for compositional data (45).
Les résultats ainsi obtenus seront comparés a ceux issus d’une méthode de sélection de
variables (46).

2) Pour chaque nceud taxonomique ayant eu une modification significative entre JO et M3 ,
I’association entre la modification de ce noeud entre JO et M3 et la réponse clinique d’une part
puis le ratio Th17/Treg et les profils de COVs d’autre part sera modélisée a 1’aide du modele
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3)

4)

ZIBR. La multiplicité des tests sera prise en compte en ajustant la p.value a I’aide du False
Discovery Rate (Benjamini et Hochberg).

Au sein du groupe RCH et au sein de chaque traitement (anti-TNF alpha ou autre traitement),
pour chaque nceud taxonomique ayant eu une modification significative entre JO et M3,
I’association entre les modifications du microbiote intestinal fécal et :

e les aspects endoscopiques,
e [’histologie digestive

sera modélisée a 1’aide du modéle ZIBR. La multiplicité des tests sera prise en compte en
ajustant la p.value a 1’aide du False Discovery Rate (Benjamini et Hochberg).

Afin d’identifier les modifications du microbiote fécal avant/apres traitement spécifiques de
I’anti-TNF alpha, la méme analyse que celle décrite pour 1’objectif principal ainsi que 1’analyse
en sous-groupe de 1’évolution de chaque nceud taxonomique seront réalisées sur les microbiotes
des patients ayant pris un autre traitement que I’anti-TNF alpha.

Un plan d’analyse statistique détaillé sera défini et fera 1’objet d’une validation par le Conseil Scientifique
de I’étude ainsi que toutes modifications ultérieures.
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12. SURVEILLANCE DE LA RECHERCHE

12.1. CONSEIL SCIENTIFIQUE
12.1.1. COMPOSITION

Il est composé des personnes suivantes: Dr Pauline Riviere (Présidente), Dr Thomas Bazin, les
investigateurs des centres associés, le Pr Frank Zerbib, le Pr David Laharie, le Pr Thierry Schaeverbeke, le
Dr Isabelle Pellegrin (CRB), le Dr Geneviéve Bellannée (anatomo-pathologiste a I’hopital Haut-Lévéque),
le Dr Claire Larmonier (GRIC), le Dr Thomas Barnetche (bioexpert), le Dr Macha Nikolski
(bioinformatique), le Pr Rodolphe Thiébaut (méthodologiste), Hélene Savel (statisticienne) et d’un
représentant du Promoteur.

12.1.2. RYTHME DES REUNIONS

Le Conseil Scientifique de la recherche se réunit selon les besoins de 1’étude et au moins une fois par an
pendant la durée de I’étude.

12.1.3. ROLE

e Il a pour mission de prendre toute décision importante a la demande de I’investigateur principal
concernant la bonne marche de la recherche et le respect du protocole.

o |1 vérifie le respect de 1’éthique.
e Il s’informe auprés du Centre de Méthodologie et de Gestion des données et du centre

investigateur coordonnateur de la recherche de I’état d’avancement de la recherche, des
problémes éventuels et des résultats disponibles.

e Il décide de toute modification pertinente du protocole nécessaire a la poursuite de la recherche,
notamment :

o les mesures permettant de faciliter le recrutement dans la recherche,

o les modifications au protocole avant leur présentation au CPP

o les décisions d’ouvrir ou de fermer des sites participant a la recherche,

o les mesures qui assurent aux personnes participant a la recherche la meilleure
sécurit¢ (dont modification des documents d’information et de recueil de
consentement),

o ladiscussion des résultats et la stratégie de publication de ces résultats.

e Le Conseil Scientifique peut proposer de prolonger ou d’interrompre la recherche en cas de
rythme d’inclusion trop lent, d’un trop grand nombre de perdus de vue, de violations majeures du
protocole ou bien pour des raisons médicales et/ou administratives. Il précise les modalités
éventuelles du suivi prolongé des participants inclus dans la recherche.

e S’il est proposé de réaliser de nouvelles recherches biologiques a partir du matériel de la
recherche par les personnes y participant et lorsqu’elles n’ont pas été prévues par le protocole, le
Conseil Scientifique les étudie et définit les conditions d’information des participants, d’accés aux
données et les régles de publication des résultats.

e A D’issue de la réunion, le président du Conseil Scientifique doit informer le Promoteur des
décisions arrétées. Les décisions concernant une modification majeure ou une modification de
budget doivent étre approuvées par le Promoteur.
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13. DROITS D’ACCES AUX DONNEES ET DOCUMENTS SOURCE

13.1.  ACCES AUX DONNEES

L’acceptation de la participation au protocole implique que les investigateurs mettront a disposition les
documents et données individuelles strictement nécessaires au suivi, au controle qualité et a ’audit de la
recherche, a la disposition des personnes ayant un acceés a ces documents conformément aux dispositions
1égislatives et réglementaires en vigueur.

13.2. DONNEES SOURCES

Ensemble des informations figurant dans des documents originaux, ou dans des copies authentifiées de ces
documents, relatif aux examens cliniques, aux observations ou a d’autres activités menées dans le cadre
d’une recherche et nécessaires a la reconstitution et a I’évaluation de la recherche. Les documents dans
lesquels les données sources sont enregistrées sont appelés les documents sources.

13.3. CONFIDENTIALITE DES DONNEES

Conformément aux dispositions législatives en vigueur, les personnes ayant un acces direct aux données
source prendront toutes les précautions nécessaires en vue d'assurer la confidentialité des informations
relatives aux médicaments expérimentaux, aux recherches, aux personnes qui s'y prétent et notamment en
ce qui concerne leur identit¢ ainsi qu’aux résultats obtenus. Ces personnes, au méme titre que les
investigateurs eux-mémes, sont soumises au secret professionnel.

Pendant la recherche ou a son issue, les données recueillies sur les personnes qui s’y prétent et transmises
au promoteur par les investigateurs (ou tout autre intervenant spécialisé) seront rendues anonymes. Elles ne
doivent en aucun cas faire apparaitre en clair les noms des personnes concernées ni leur adresse.

Chaque participant se verra attribuer un code confidentiel d’identification, composé du numéro de centre
investigateur (2 chiffres) et d’un numéro de patient (2 chiffres) et d’un code lettre (4 lettres) anonyme.

Le promoteur s’assurera que chaque personne qui se préte a la recherche a donné son consentement pour
I’accés aux données individuelles la concernant et strictement nécessaires au controle de qualité de la
recherche.

Page 34 sur 50

211



g QC\’ =~ MIST | CHU
R -0 AL Version n°2.0 du 25/10/2018 N </ o
- \D Bordeaux

14. CONTROLE ET ASSURANCE DE LA QUALITE

14.1. CONSIGNES POUR LE RECUEIL DES DONNEES

Toutes les informations requises par le protocole doivent étre consignées sur les cahiers d’observation
papier ou électronique, et une explication doit étre apportée pour chaque donnée manquante. Les données
doivent étre recueillies au fur et a mesure qu'elles sont obtenues, et transcrites dans ces cahiers de facon
nette et lisible.

Les données sont recueillies sur un cahier d’observation papier.

14.2. CONTROLE DE QUALITE

Un attaché de recherche clinique mandaté par le Promoteur visite de facon réguliere chaque centre

investigateur, lors de la mise en place de la recherche, une ou plusieurs fois en cours de recherche selon le

rythme des inclusions et en fin de recherche. Lors de ces visites, et conformément au plan de monitorage,

les éléments suivants seront revus :

» consentement éclairé,

» respect du protocole de la recherche, des procédures qui y sont

» qualité des données recueillies dans le cahier d'observation : complétude, exactitude, données
manquantes, cohérence des données avec les documents sources (dossiers médicaux, carnets de rendez-
vous, originaux des résultats de laboratoire, etc,...),

» gestion des prélévements.

Toute visite fera I’objet d’un rapport de monitorage par compte-rendu écrit.

14.3. GESTION DES DONNEES
14.3.1. LOGICIEL ET HEBERGEMENT DES DONNEES
14.3.1.1.  LOGICIEL UTILISE
Les logiciels utilisés pour la gestion des données sont SQL server et SAS.
14.3.1.2.  HEBERGEMENT DES DONNEES

Les données sont stockées sur un serveur dédié, géré par le CREDIM (Centre de Recherche et
Développement en Informatique Médicale), prestataire informatique dédié. Le logiciel utilisé est SQL
server.

14.3.1.3.  SECURITE DES DONNEES

Le serveur se trouve dans une piéce dédiée, sans fenétre. L’entrée dans le local sécurisé se fait au moyen
d’un badge. Les portes du service sont sécurisées et fermées a clé le soir. Aucun ordinateur n’est en
acces libre, I’authentification sur domaine est obligatoire.

La gestion des droits d’acces est gérée par le CREDIM conjointement avec le CMG pour les études du
service.

14.3.2. CREATION DU CAHIER D’OBSERVATION

Le Cahier d’Observation (CO) est initi¢ par 1I’équipe investigatrice via le CO standard présent sur le
SharePoint du CHU de Bordeaux. Des échanges par mail ou des réunions physiques sont ensuite réalisés
pour amener le CO en version validée (1.0). Cette validation est réalisée par le Data Manager une fois
que 1I’équipe projet USMR (Biostatisticien, Méthodologiste et Data Manager) et I’équipe investigatrice
sont en accord.

14.3.3. SAISIE DES DONNEES

La saisie des données dans le CO est sous la responsabilité de 1’investigateur du centre. Le codage des
champs nécessaires a la future saisie est réalisé par ’ARC du service. La saisie informatique des
données est réalisée en double saisie sans codage ni interprétation des informations. La premiére saisie
est réalisée avec le logiciel EpiData, la seconde saisie avec confrontation est effectuée avec un logiciel
nommé DBS par un opérateur différent. La double saisie est réalisée par I’atelier de dactylo-codage de
I’Université de Bordeaux.
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14.3.4. DROIT D’ACCES

Seuls les gestionnaires de la base, 1’équipe projet du CMG et les auditeurs ont des droits d’acces directs
a la base de données.

14.3.5. ROLES

L’équipe investigatrice est responsable des modifications sur les données. Aucun membre de 1’équipe
projet du CMG ne peut se substituer a elle pour la réalisation des corrections de données. Elle est
également en charge du codage des événements indésirables et des traitements, sous responsabilité de
I’investigateur. Le Data Manager est responsable de la gestion des demandes de correction, qu’il doit
relancer réguliérement.

14.3.6. CODAGE DES DONNEES

Les traitements prescrits et les événements cliniques sont codés dans le CO afin de pouvoir effectuer le
controle et I’analyse des données.

Les dictionnaires suivants sont utilisés pour le codage des termes médicaux :
- MedDRA (version en cours, niveau LLT) FR/US
- ATC
14.3.7. CONTROLES DES DONNEES

Des contrdles sont programmés afin de vérifier la cohérence et la complétude des données saisies dans la
base de données. La liste des contrdles a mettre en place est définie conjointement entre I’investigateur
coordonnateur et le CMG, dans le plan de validation des données de 1’étude.

Les demandes de corrections sont réalisées et gérées par le Data Manager via le logiciel SAS. Elles sont
transmises au centre investigateur via CIRRUS, plateforme d’échange de fichiers sécurisée. L’équipe
investigatrice fait les corrections nécessaires a la résolution des demandes de corrections. Un rendez-
vous est pris entre le Data Manager et I’ARC coordonnateur pour la réservation du poste de monitorage
au sein du CMG qui est dédié exclusivement a la gestion des corrections.

14.3.8. RECONCILIATION DES BASES EI/EIG

Si nécessaire, le croisement des bases est effectué par 1’Unité de Vigilance du CHU de Bordeaux selon
la procédure en vigueur. Les réconciliations sont effectuées réguliérement selon un rythme défini par le
Comité Indépendant de Surveillance. Le Data Manager est responsable de la transmission de la table des
éveénements indésirables a 1’Unité de Vigilance. Les données sont exportées sous forme de fichier Excel
qui est déposé sur la plateforme sécurisée CIRRUS.

14.3.9. GEL DE LA BASE DE DONNEES

La base de données sera gelée a la demande pour une analyse intermédiaire ou bien pour 1’analyse
finale. Le gel des données est réalisé conformément a la procédure en vigueur au CMG.

14.3.10.TRANSFERT DES DONNEES

Si nécessaire, le transfert de données peut étre envisagé. Les transferts de données (envoi, réception)
sont réalisés conformément a la procédure en vigueur au CMG et selon les formats souhaités en fonction
des contraintes existantes. Pour des raisons de sécurité, les fichiers de données sont anonymisés puis
transférés via la plateforme sécurisée CIRRUS.

14.3.11.ARCHIVAGE DE LA BASE DE DONNEES

L’archivage de la base de données est sous la responsabilité du promoteur de 1’étude. Les données de
I’étude restent stockées dans le serveur du CREDIM et une copie physique est conservée par le
promoteur pour un délai en accord avec la réglementation en vigueur.

14.3.12.MANAGEMENT DE LA QUALITE

Les activités de I’équipe projet du CMG sont intégrées au systtme de management de la qualité du
CMG. La gestion des non-conformités est assurée conformément a la procédure en vigueur au CMG.
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14.4. AUDIT ET INSPECTION

Un audit peut &tre réalisé a tout moment par des personnes mandatées par le promoteur et indépendantes des
personnes menant la recherche. Il a pour objectif de vérifier la sécurité des participants et le respect de leurs
droits, le respect de la réglementation applicable et la fiabilité des données.

Une inspection peut également étre diligentée par une autorité compétente (ANSM pour la France ou EMA
dans le cadre d’un essai européen par exemple).

L’audit, aussi bien que I’inspection, pourront s’appliquer a tous les stades de la recherche, du
développement du protocole a la publication des résultats et au classement des données utilisées ou
produites dans le cadre de la recherche.

Les investigateurs acceptent de se conformer aux exigences du promoteur en ce qui concerne un audit et a
I’autorité compétente pour une inspection de la recherche.
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15. CONSIDERATIONS ETHIQUES ET REGLEMENTAIRES

15.1. CONFORMITE AUX TEXTES DE REFERENCE

Le promoteur et I’(es) investigateur(s) s’engagent a ce que cette recherche soit réalisée en conformité avec
la loi n°2012-300 du 5 mars 2012 relative aux recherches impliquant la personne humaine, ainsi qu’en
accord avec les Bonnes Pratiques Cliniques (I.C.H. version 4 du 9 novembre 2016 et décision du 24
novembre 2006) et la déclaration d’Helsinki (qui peut étre retrouvée dans sa version intégrale sur le site

http:/www.wma.net).

La recherche est conduite conformément au présent protocole. Hormis dans les situations d’urgence
nécessitant la mise en place d’actes thérapeutiques précis, 1’(es) investigateur(s) s’engage(nt) a respecter le
protocole en tous points en particulier en ce qui concerne le recueil du consentement et la notification et le
suivi des événements indésirables graves.

Cette recherche a regu 1’avis favorable du Comité de Protection des Personnes (CPP).

Le CHU de Bordeaux, promoteur de cette recherche, a souscrit un contrat d’assurance en responsabilité
civile aupres de Gerling-Biomedicinsure conformément aux dispositions du code de la santé publique.

Les données enregistrées a 1’occasion de cette recherche font 1’objet d’un traitement informatisé au Centre
de Méthodologie et de Gestion des données dans le respect de la loi n°78-17 du 6 janvier 1978 relative a
I’informatique, aux fichiers et aux libertés modifiée par la loi 2004-801 du 6 aoiit 2004.

Cette recherche entre dans le cadre de la « Méthodologie de référence » (MR-001) en application des
dispositions de I’article 54 alinéa 5 de la loi du 6 janvier 1978 modifiée relative a I’information, aux fichiers
et aux libertés. Ce changement a été homologué par décision du 5 janvier 2006, mise a jour le 21 juillet
2016. au Centre de Méthodologie et de Gestion des données a signé un engagement de conformité a cette
« Méthodologie de référence ».

Cette recherche est enregistrée sur le site http://clinicaltrials.gov/
Apres la recherche, la conservation de la collection d’échantillons biologiques sera déclarée au ministre
chargé de la recherche et au directeur de 1’Agence Régionale de Santé (et soumise au CPP pour avis si

changement de finalité de recherche).

MODIFICATIONS AU PROTOCOLE

Toute modification substantielle, c’est a dire toute modification de nature a avoir un impact significatif sur
la protection des personnes, sur les conditions de validité et sur les résultats de la recherche, sur la qualité et
la sécurité des produits expérimentés, sur I’interprétation des documents scientifiques qui viennent appuyer
le déroulement de la recherche ou sur les modalités de conduite de celle-ci, fait I’objet d’'un amendement
écrit qui est soumis au promoteur ; celui-ci doit obtenir, préalablement a sa mise en ceuvre, un avis
favorable du CPP.

Les modifications non substantielles, c'est a dire celles n’ayant pas d’impact significatif sur quelque aspect
de la recherche que ce soit, sont communiquées au CPP a titre d’information.

Toutes les modifications sont validées par le promoteur, et par tous les intervenants de la recherche
concernés, avant soumission au CPP. Cette validation peut nécessiter la réunion du CS.

Toutes les modifications au protocole doivent étre portées a la connaissance de tous les investigateurs qui
participent a la recherche. Les investigateurs s’engagent a en respecter le contenu.
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Toute modification qui modifie la prise en charge des participants ou les bénéfices, risques et contraintes de
la recherche fait ’objet d’une nouvelle note d’information et d’un nouveau formulaire de consentement
dont le recueil suit la méme procédure que celle précitée.

16. CONSERVATION DES DOCUMENTS ET DES DONNEES RELATIVES A LA
RECHERCHE

Les documents suivants relatifs a cette recherche sont archivés conformément aux Bonnes Pratiques
Cliniques et a la réglementation en vigueur :
- pour une durée de 15 ans suivant la fin de la recherche
* Le protocole et les modifications éventuelles au protocole
* Les cahiers d’observation (copies)
* Les dossiers source des participants ayant donné un consentement
* Tous les autres documents et courriers relatifs a la recherche

- pour une durée de 30 ans suivant la fin de la recherche
* L’exemplaire original des consentements éclairés signés des participants
* Les documents relatifs aux événements indésirables graves

Tous ces documents sont sous la responsabilité de I’investigateur pendant la durée réglementaire
d’archivage.

Aucun déplacement ou destruction ne pourra étre effectué sans 1’accord du promoteur. Au terme de la durée
réglementaire d’archivage, le promoteur sera consulté pour destruction. Toutes les données, tous les
documents et rapports pourront faire 1’objet d’audit ou d’inspection.

17. RAPPORT FINAL

Dans un délai d'un an suivant la fin de la recherche ou son interruption, un rapport final sera établi et signé
par le promoteur et l'investigateur. Ce rapport sera tenu a la disposition de l'autorité compétente. Le
promoteur transmettra a 'ANSM et au CPP les résultats de la recherche sous forme d'un résumé du rapport
final dans un délai d'un an apres la fin de la recherche.
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18. REGLES RELATIVES A LA PUBLICATION

18.1. COMMUNICATIONS SCIENTIFIQUES

L’analyse des données fournies par les centres investigateurs est réalisée par le Centre de Méthodologie et
de Gestion des données. Cette analyse donne lieu a un rapport écrit qui est soumis au promoteur, qui
transmettra au Comité de Protection des Personnes et a I’autorité compétente.

Toute communication écrite ou orale des résultats de la recherche doit recevoir ’accord préalable de
I’investigateur coordonnateur et, le cas échéant, de tout comité constitué pour la recherche.

L’investigateur coordonnateur/principal s’engage a mettre a disposition du public les résultats de la
recherche aussi bien négatifs et non concluants que positifs.

La publication des résultats principaux mentionne le nom du promoteur, de tous les investigateurs ayant
inclus ou suivi des participants dans la recherche, des méthodologistes, biostatisticiens et data managers
ayant participé a la recherche, des membres du(des) comité(s) constitué(s) pour la recherche et la
participation éventuelle du laboratoire pharmaceutique et la source de financement. Il sera tenu compte des
regles internationales d’écriture et de publication (The Uniform Requirements for Manuscripts de I'ICMIJE,
avril 2010).

18.2. COMMUNICATION DES RESULTATS AUX PARTICIPANTS

Conformément a la loi n°2002-303 du 4 mars 2002, les participants sont informés, a leur demande, des
résultats globaux de la recherche.

18.3. CESSION DES DONNEES

La gestion des données est assurée par le Centre de Méthodologie et de Gestion des données. Les conditions
de cession de tout ou partie de la base de données de la recherche sont décidées par le promoteur de la
recherche et font I’objet d’un contrat écrit.
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