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Rats transgéniques B27 :

role du microbiote mtestmal
Rats Lewis, lignées 21-4H ou 33- '

3:

— Maladie inflammatoire spontanée :

- Arthrites

- Colite
* Epididymite, balanite

- Uvéite

* Hyperkératose cutanée

. Hammer RE. Cell. 1990 Nov 30;63(5):1099-112

Les rats tra nsgenlques axenlqu@sv ) Exp Med. 1994 Dec 1;180(6):2359-64

ath HC. J Clin Invest. 1996 Aug 15;98(4):945-53



Intestin et spondyloarthrites

Arthrites réactionnelles post-dysentériques
Fréguente association SA — MICI
Fréquence des troubles digestifs au cours de la SA

= 70% des SA ont une inflammation iléale
microscopique, sans symptomes digestifs

Suivi prospectif clinique et endoscopique ->
parallélisme entre inflammation articulaire et
intestinale

Jacques P, Elewaut D. Mucosal Immunol. 2008;1(5):364—71.



Intestin et spondyloarthrites

2 types d’inflammation digestive :

Aigué (type infectieux) = arthrite le Chronique (type Crohn) = arthrite le
plus souvent transitoire plus souvent persistante
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Inflammation digestive associée a
I’atteinte axiale et au sexe
lléocoloscopie chez 6masciual inorte de SpA de Gent

. Table 2 Multivariate analysis of microscopic gut inflammation in axial

70% SpA

G0% Model variable OR cI p Value
0% - Age 0.85 0.75 to 0.97 0.013
Sex, male 8.90 1,18 to 67.37 0.035
40% ® normal BASMI 1.94 1.18 t0 3.19 0.009
30% ® acute BASDAI 2.05 1,06 to 3.95 0.032
& chronic Presence or history of enthesitis 0,32 0.04 to 2.40 0.27
20% Constant 0.97 0.981
10% Magelkerke R? 0.52
TPA and TNA 81.8% and 78.3%
I}-‘i A

Peripheral 5pA MNon-radiographic  Ankylosing e i
axial SpA spondylitis Statistically significant p values are given in bold.
N=16 N=23 N=27 BASDAI the Disease Activity Index; BASMI, Bath Ankylosing Spondylitis Metrlogy
Index; ADC-AUC, Receiver Operating Charactenstic-Area Under the Curve; TNR, True
Figure 2 Prevalence of gut inflammation according to classification. negative rate, specificity; TPR, True positive rate, sensitivity.

Van Praet L. Ann Rheum Dis. 2013;72(3):414—7.



Calprotectine (marqueur de I'inflammation intestinale)
associée a la progression radiologique axiale dans la SA

76 patients / cohorte GESPIC
63 SA axiale NY-
13 SA axiale NY+ avec 2 1 syndesmophyte
Corrélation de la progression radiologique au taux de calprotectine

A mSASSS progression by 22 points B Syndesmophyte formation / progression
1.4 - p = 0.005 1.4 - p =0.035
1.2 - 1.2 1
1.0 — 1.0
208 g 0.8 1
g . £ X
E 0.6 g_ 0.6 1
(8] S (8] +
0.4 0.4
0.2 0.2 .
0.0 0.0 -
Mo progression (n = 61) Progression (n = 15) No progression (n = 58) Progression (n = 18)

Turina MC. Ann Rheum Dis. 2014;73(9):1746-8.



Calprotectine : marqueur de la réponse
clinique dans la SA

Taux de calprotectine sérique + hs-CRP, IL-6, pentraxine-3, MMP-3, 02glob

Témoins sains (n=20)

SpA avant et 2 semaines apres perf d’infliximab (n=18) ou placebo (n=19)
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Turina MC. Arthritis Res Ther 2014;16(4):413.



L’intensité de I’ced
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iliaques est associé a

A
67 patient SA axiale / cohorte de Gent
IRM
iléoscopie
e
3
Table 1 Baseline demographic and clinical characteristics of the §
study population g
Normal gut Acute Chronic yi
histology inflammation inflammation
(n=35) (n=11) (n=16)
Age, years* 36.4+9.0 32.8+8.3 28.9+7.0
Symptom 7.6+7.5 2.6+3.7 4.1+4.5
duration, yearst
Male gender 19 (54.3) 4 (36.4) 7 (43.8)
HLA-B27 (+) 28 (80.0) 10 (90.9) 11 (68.8)
ModNY AS 1 (31.4) 3(27.3) 7 (43.8) e
CRP, mg/dL 0.4 (0.0-2.4) 0.5 (0.0-5.4) 0.6 (0-2.2)
BASDAI, 3.7 (0.4-7.1) 6.0 (2.4-9.6) 5.3 (0.4-6.6)
numeric rating
scalet
ASDAS 2.3 (0.4-3.9) 3.0 (1.2-5.4) 2.8 (1.0-4.2)

Van Praet L. Ann Rheum Dis. 2014;73(6):1186-9.
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La présence d’anticorps anti-commensaux témoigne
d’une inflammation intestinale infra-clinique dans la SA

76 patients AS, 77 patients AS-IBD et 48 patients lombalgie mécanique
Taux sérigue de # anticorps anti-germes commensaux de la flore intestinale
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lgA ASCA
Anti-Saccharomyces
cerevisiae

IgG ASCA

Anti-OmpC

Anti-E.coli

Anti-CBir1
Anti-flagelline

ANCA

= AS-IBD (n=77)
AS (n=76)
“ MBP (n=48)

MBP = mecchanic back pain

* p=0.05

ttp_s-ulu-1
“*p=0.001

Wallis D. Arthritis Res Ther. 2013;15:R166.



Synthese

Une inflammation intestinale infraclinique est
présente au cours de la SA

Cette inflammation intestinale :

— Est corrélée a la progression radiologique et a
I'intensité de l'inflammation osseuse en IRM

— Régresse parallelement a la réponse
thérapeutique sous anti-TNF

— Est associée a des taux élevés d’anticorps dirigés
contre des germes de la flore intestinale
commensale



Le microbiote intestinal



Les séquenceurs automatiques
« NGS »

L

Craig Venter

Analyse simultanée de plus de 200.000 fragments d’ADN

Permet I’'analyse de I'ensemble des genes contenus dans un milieu = métagénome
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Le métagénome intestinal

( Li\/ W [ Notre tube digestif contient :

'Zi /ﬁ\ Y 7/ ) ! — 1014 bactéries = microbiote intestinal
f._;” \\&&i/f\\\ — =10x le nb de nos propres cellules
H\} = \//7 ) - =1,2kg..

=~ 1000 especes différentes / personne
* 90% de germes anaérobies incultivables
* =100a 150 x le nb de genes contenus dans le génome humain
* =60 especes retrouvées chez 90% des sujets testeés



95% des bactéries du microbiote
intestinal appartiennent a 4

Bacteroides

Prevotella
Porphyromonas

q

%)
%
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Les grandes fonctions du
microbiote

Meétaboliques Neurologiques

Immunologiques



Le role du microbiote intestinal dans les
modeles animaux d’arthrite inflammatoire

Repose sur |I'étude d’animaux gnotobiotiques
(a flore controblée)




Role de la flore digestive dans
I’orientation du systeme

Souris gnotobiotique = ﬂimmlﬁﬁrmf iques (germ free) chez
lesquelles on introduit de teri connues

[ — * Fragilité vis-a-vis des

L J N FoxP3 er]téropathf)génes
Bacteroides 2 Treg ' Re5|,st.ance a I’arth\rlte
fragilis expérimentale et a

I’"EAE
™ TCD4+ - Protection contre les
N Thl7 entéropathogenes
* Susceptibilité accrue a
Bacteries arthrite
filamentaires expérimentale et a
I’EAE

Yun Kyung Lee, et al. Science 2010 330, 1768



Microbiome
normal

Dysbiose

exces de

bactéries
pro-inflam.

Dysbiose
déficit de
bactéries
anti-inflam.

Yun Kyung Lee, et al. Science 2010 330, 1768



Microbiotes spécifiques des MICI

Bacteroides caccas
Clostridium sp. 8§82-1
Bacteroides thetaiotaomicron VPI-5482
Eubacterium hafiii
Ruminococcus lorques L2-14
Unknown sp. $53 4

ussp. SA15
Faecalibacterium prausnitzfi 5L3 3
Ruminococcus lactaris
Colinsella agrofaciens

Bacteroides sp. 2.1_7
Eubacterium sirseum 70 3
Parabacteroides distasonis ATCC 8503
Bacteroides sp. 9_1_42FAA
Bacteroides ovatus
Bacteroides sp. 4_3_47FAA
Bacteroides sp. 2.2 4
Eubactenum rectale M104 1

iodes xylani XB1A
Coprococcus comes SL7 1
Bacteroides sp. D1
Bacleroides sp, D4
Eubactenum ventriosum
Bacteroides dorei
Ruminocoeccus obeum A2-162
Subdoligranulum variabile
Bacteroides capiliosus
Streptococcus thermophilus LMD-9
Clostridium leptum
Holdemania filiformis
Bactervides stercoris
Coprococcus sutactus
Clostridium sp. MB2 1
Bacteroides eggerthil
Butyrivibrio crossotus
Bacteroidas finegoldii
Parabacteroides johnsanii
Clostridium sp. L2-50
Clostridium nexile
Bacteroides pectinophilus

Clostridium scindens
Blautia hansenit

Analyse en composante principale

PCA

P value: 0.031

L

Relative abundance (log, )

Qin J. Nature. 2010 Mar 4;464(7285):59-65




6 témoins sains 6 patients Crohn

Adfinobocteria 1 ietrarias } Wdones  pginchadsria
5? glu::s pmingen i | 7 OTUs ( \
Firmicutes

1555 1 37 clones
E‘-:;-;;-':-' :—th I s ] 3 OTUS'
33 Ofs k )
s =, R
— Ty
of s ) el
Firmicutes
89 clones

43 OTUs
\ Y

" i OTU = Operational Taxinomic Unit
g = especes phylogénétiquement proches

B astprele pewslusing MFBY (T
[ QP ——— T N

Manichanh C. Gut 2006;55:205-211



MICI = réduction de la diversité du microbiote
intestinal

OTU = Operational
Taxinomic Unit

Lepage P. Inflam. Bowel Dis. 2005; 11: 473-480 Eckburg P.B. Science 2005; 308: 1635-1638
Gophna U. J Clin Microbiol 2006; 44: 4136-4141 Gill S.R. Science 2006; 312: 1355-1359
Manichanh C. Gut 2006; 55: 205-211 Li W. Bioinformatics 2006; 22: 1658-1659



Que connait-on du microbiote
intestinal dans les
spondyloarthites ?



Microbiote intestinal dans le Rh

PCR 16s et pyroséquencage / selles cheﬁgﬁients Rh pso (naifs de DMARD),
15 pso cutané, 17 témoins sains

A B C
HLT va PsA HLT va PS PS vs PaA
Clostridiates i nenres e . @ HLT
UC_Clostridia hlsmteaass-niew e & Clostridiales - @ PSS
SrTUCombcT

% UC_Clostridialos UC_Clostridia - obinse - @ PsA
Verrucomicrobiae Er‘y‘lptlntﬂchm Verrucomiciobiaceas
Verrucomicrobia ry;lp-lnu 'E."-"-' Akkormansia
Akkormansaia " rysipelotrich Verrucomicrobia
Verrucomicrobialos Actinobacteria class Subdoligranulum
UC_Bactercidetes Astinobacteris phyium Ruminococcus

Pasudobutyrivibrio

oricbacteriaceac
Sporacetigenium < Coprobacillus
Ruminococcus Coprobacillus Bifidobacteriales
Coriobacterinceas Bifidobacteriales UC_Burkholderiales
Coriobacterialos Bifidobacteriaceas Bifidobacteriaceas

uc_Alphaprotecbacterin Collinnella

Actinobacteria phylum
Actinobacteria class

Bifidobacterium
Escherichia-Shigeila

— e
2 6 6 -4 -2 -0 4 -2 o a - L
D LA o (Lo 10) LEWA Shcnm (Lo 10) LA tcoew (Log 10)

Actinobacterna Class Akkornmansia Clostridialos

Scher JU. Arthritis Rheum 2014;67(1):128-39.



Microbiote intestinal dans le Rh

Coprococcus-OTU43
Parabacteroides-OTU26
UC_Ruminococcaceae-OTUS83
Pseudobutyrivibrio-OTU31
UC_Ruminococcaceae-OTU32
Alistipes-OTUGS5
Sporacetigenium-OTU77
UC_Lachnospiraceae-OTU35
UC_Clostridiales-OTU109
UC_Ruminococcaceae-OTU106
UC_Lachnospiraceae-OTU16
Akkermansia-OTUS8S

UC Lachnospiraceae-OTU119

-4

HLT ve PsA

-2 0 2
LDA Score (Log 10)

UC Bacteroidales-OTU114
4 6

HLT vs PS

UC_Firmicutes-OTU29
Prevotella-OTU39
Parabacteroides-OTU26
Coprococcus-OTU43
Parabacteroides-OTU10
UC_Ruminococcaceae-OTUB3
UC_Lachnospiraceae-OTU44
UC_Ruminococcaceae-OTU106
UC_Lachnospiraceae-OTU35
UC_Bacteroidetes-OTU89

UC Burkholderiales-OTU116

-6 -4 2

OTU11-UC Ruminococcaceae

0 2
LDA Score (Log 10)

4 6

C PS vs PsA
UC_Ruminococcaceae-OTU11

UC_Lachnospiraceae-OTU16
UC_Ruminococcaceae-OTU32

UC_Lachnospiraceae-OTU44

-6 -4 K 0 4 6
LSA Score (Log 1%)
D
OTU_43 OTU_44 @ HLT
0.05 0.05+~
e . @ PSS
X 0.04+
@ PsA
0.034 0.0+
0.024 0.02
0.014 0.01 :
0.00 $ 0.00-
HLT PS PsA HLT PS PsA
OoTU_89 OTU_106
0.025+ 0.025+
0.020q * 0.020+ -
0.015+ 0.07 5+
0.010+ 0.0104 ** .
0.005+ 0.005+ 3
0.000~ 0.000 1 T

HLT PS PsA

Augmentation des Bacteroiidetes, des Prevotellaceae et diminution des
Firmicutes et des Ruminoccocus, comme dans le Crohn

Scher JU. Arthritis Rheum 2014;67(1):128-39.



Microbiote intestinal dans la SA

' Biopsies iléon terminal chez 9 patients SA

PCoA - PCL vs PC2
v ™ v -

= " - my— Ll
% [ ® a5 o V | I e
. = = HC B s
Proteobacteria o {
; E:J n3p - « % 04 r_'—l ——
Fusobacteria & 5 T | 9
. Firmicutes 8 1 8 its £
: = @D s 18 03 o .
= Bacteroides S 2 | @
= Acinetobacteria & . = f o
g 0 » J e o 02
= 0 . E NS
= O = . | I T
é R . i : | E o4 | |
g &= " o : 5 0
iy = ' | RRER
& . 0,0 e .
AS “Zna -0z 00 0.2 6.4 0.6 o 10 AS=9 HC=9 Technical BlO]Og‘ICEl Within Between
HC PC1 - Percent variation explained 65.07% replicates  replicates disease status disease status

Supervised Learning

True/Predicted AS HC
AS 9 0
HC 0 9

* Abondance : Lachnospiraceae, Veillonellaceae, Prevotellaceae, Porphyromonadaceae
et Bacteroidaceae,
- Abondance { \ : Ruminoccoccaceae and Rikenellaceae

Augmentation des Prevotellaceae et diminution des Rikenellaceae = rats Tg B27
Augmentation Prevotellaceae et diminution des Ruminoccocus = Crohn

Costello M-E. Arthritis Rheumatol. 2015;67(3):686—91.



Microbiote intestinal dans la SA

o] i .
Groupes 5
taxonomiques ou . Dhyu;m':!_!m.ﬁ 1
se concentrent les { ; FFFFTFFFE
différences : " W A
.

Analyse de co-occurrence patients SA :

Corrélation positive Lachnospiraceae et
Ruminococcaceae

Corrélation négative Veillonella et
Prevotella

Parabacteroides La_chnosp'm

Costello M-E. Arthritis Rheumatol. 2015;67(3):686—91.



Variation du microbiote intestinal parallelement a I’activité
des spondyloarthrites (et de la PR)

PCT 2%
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Influence d’un anti-TNF sur le
microbiote intestinal dans la SA

- Etude microbiote

conduite chez 12
patients (avant et
apres traitement)

- Des modifications
importantes dans la

O
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Synthese

Il semble bien gu’il y ait un microbiote

iIntestina

Ce micro

spécifique des SA

oiote pourrait varier avec :

— L'activité de la maladie

— La réponse thérapeutique



4 questions résiduelles majeures :

- Comment le microbiote discute-t-il avec notre
systeme immunitaire ?

Modification du microbiote : cause ou
conséquence ?

* Comment pourrait s’opérer le transfert de
I'inflammation de l'intestin a I'articulation ?

Peut-on imaginer des perspectives

Fh Avamn AT AN A~ D)



Comment les bactéries ont-elles
appris a « parler » humain ?

Il faut réflechir comme le ferait
une bactérie... ou un étre
unicellulaire ancestral



La vie sociale des bactéries




Quelles sont les informations nécessaire a
la survie d’une bactérie ou d’une levure ?

Est-ce qu’il y a a manger ?

— Des « palpeurs » renseignent la bactéries sur la
présence de nutriments dans son environnement

substance témoignant de la mort de baciernies :

* fraction liposoluble des lipoprotéines membranaires
* acides nucléiQJ’é?rum SeNsing



Un langage universel ?
Non, mais des universaux dans les langages...

L ’adaptation d’une cellule vivante ou d’'un organisme

vivant a son milieu est une nécessite absolue pour
survivre

* fonction primitive
- hautement conservee

* les mecanismes sont tres voisins pour les
procaryotes et les eucaryotes



Ce langage universel permet aux bactéries
filamentaires d’utiliser notre systeme immunitaire
pour se protéger d’autres micro-organismes

LUMEN L] . Intestinal microbiota
L]

. L] L - . . =




Quorum sensing : systeme de
communication des procaryotes

Dialogue procaryote-procaryote intra-espece

— Controle de la taille de la colonie

— Spécialisation fonctionnelle

Dialogue procaryote-procaryote inter-especes

— Organisation du microbiote intestinal

— Biofilms

Dialogue procaryote-eucaryote

— Bactéries sensibles a nos secrétions hormonales, neuromédiateurs...

— Certaines bactéries pilotent le systeme immunitaire a leur avantage...

— Exemple : la différenciation Th17 promue par les bactéries



Modification du microbiote =
cause ou conséquence ?



Un microbiote « colitogénique » ?

Souris TRUC (Tbet-/- x Rag-/-) = modele de RCH

Le profil immunitaire des souris TRUC sélectionne un
microbiote digestif spécifique

Transfert de cette flore a des souris sauvages :
transmission de la RCH

Garrett WS. Cell 2007;131:33-45



B27 et la 2m humaine
sélectionnent un microbiote

Comparaison du micgqbiote féca]

LUMEN

PCoA - PC1 vs PC2
T T

Igestl

souris sayvages, Tg R2m et Tg B27 + R2m

sarticulier

PC2 - Percent variation explained 11.47%
| i

L]
Ll
-
® Wild type
= HLA-B27/2m |
4 2m
o ;
PC1 - Percent vartation explained 26.08

B27
R2m
0 0
| J
MUCOSA o | |
ooy
PCoA - PC1 vs PC2 1 | | ‘
® Wild type ‘
® HLA-B27/f2m - R P TN
A ﬁzm LABY T BN - |- =11 I
@
m
0.00

Asquith M. PLoS ONE. 2014.



Polarisation M1 - * s PAMPS Polarisation M2

TNFSF15

TNF-a

IL-12
Th

Défensines <—— ThO

Cytotoxicité
Granulome

ThO —w

Niche inflammatoire

IgA



Le chainon manquant...
comment la maladie est transférée aux organes

Pilotage a distance
d’une réaction
inflammatoire
médiée par Th17 ?
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Translocation
bactérienne ?



Role potentiel du microbiome
dans les spondyloarthrites

Génétique

HLA-B27

Autres
facteurs

\"4
Microbiote
orienté

Evénements
stockastiques

Tabac

Pathogenes
intestinaux

ﬂ Inflammation ﬁ

muqueuse

v
Microbiote
pathogéne

Arthrite

Enthésite

Uvéite

A

Translocation
microbienne



L’étude du microbiote peut-elle
avoir des débouchés
thérapeutiques ?



Perpectives thérapeutiques

Restaurer la biodiversité (microbiome sain) ?

Un traitement (éco) logique ?




Clostridium difficile

Bacille Gram + anaérobie strict
— Appartient a la flore intestinale normale

— Normalement présent en faible abondance

Agent des colites pseudomembraneuses :

— Infection digestive sévere

— Surtout chez le sujet agé

— Apres antibiothérapie

Répond au traitement antibiotique

Mais risque de récidive +++

— 25% apres ler épisode

. \ o Kelly CP. N Engl J Med. 2013;368(5):474-5.
— 35a45% apres 2e épisode



Transplantation fécale :

ta“v AAa varmicelan cAance rnnhute
P<0.001
| |
P<0.001
|

P=0.008

P=0.003
100- | 93.8

38l.3

30.8
23:1

Percentage Cured without Relapse
ik

10+
0-
First Infusion Infusion of Donor Vancomycin  Vancomycin with
of Donor Feces  Feces Overall (N=13) Bowel Lavage
(N=16) (N=16) (N=13)

van Nood E. N Engl J Med. 2013 Jan 31;368(5):407-15.



Quelques tentatives dans des Crohn réfractaires

CLINICAL TRIALS AND THERAPEUTICS

Fecal microbiota transplantation through mid-gut for
refractory Crohn’s disease: Safety, feasibility, and efficacy

trial results

Bota Cui,*' Qiang Feng,"' Honggang Wang,*' Min Wang,* Zhaoyuan Peng,* Pan Li,*
Guangming Huang,* Zheng Liu,* Ping Wu,* Zhining Fan,* Guozhong Ji,* Xin Wang,* Kaichun Wu,*
Daiming Fan* and Faming Zhang*
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Cui B. J Gastroenterol Hepatol. 2015;30(1):51-8.  Zhang F-M. World J Gastroenterol. 2013;19(41):7213-6.



Conclusion

Le microbiote intestinal peut étre assimilé a un
véritable organe :

— Alimentation

— Apports énergétiques, vitamines, acides aminés et
lipides essentiels

- Education du systéme immunitaire

— Participation a la défense vis-a-vis des
entéropathogenes

Un dialogue permanent existe entre la flore

\ ° ° ° N\
mMirinttinttien ~F 1A cvicq FArmAA trarmattmmtiFqFaira AAVIKARA
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