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NOUVELLE

CARD9 et colite : un pont
entre dysbiose et immunité

Bruno Lamas!™¢, Mathias L. Richard®?, Harry Sokol!7

Les maladies inflammatoires
chroniques de I’intestin (MICI)

Les MICI regroupent la maladie de Crohn
(MC) et la rectocolite hémorragique
(RCH). Elles se caractérisent par une
inflammation pathologique du tube
digestif. Dans la MC, I"inflammation
affecte tout le tractus digestif alors que
seuls le rectum et le cGlon sont touchés
dans la RCH. Ces maladies évoluent par
poussées inflammatoires de durée et de
fréquence variables selon les patients.
Les MICI touchent le plus souvent des
sujets jeunes dgés de 20 a 30 ans. Ce
sont des pathologies qui touchent de
plus en plus de personnes dans les pays
industrialisés et qui dégradent tres for-
tement et a long terme la qualité de vie
des patients. Il n’existe pas de traite-
ment curatif a ce jour. La pathogénése
des MICI est inconnue mais implique une
réponse immunitaire intestinale déré-
gulée vis-a-vis du microbiote intestinal
chez des hotes génétiquement prédis-
posés et sous I’in-

fluence de facteurs () Voir la Synthése de

. . Rahmouni et al.,
environnementaux

[19] (=9).

Le microbiote intestinal humain est un
écosystéme complexe composé de plus
de 10! microorganismes par gramme
de feces. Il joue un réle crucial dans de
nombreuses fonctions vitales comme la
digestion, le déve-
loppement du sys-
téme immunitaire
[20] (=), la lutte
contre les orga-
nismes pathogénes
[21] (=), etc. A
titre d’exemple,
chez la souris, les bactéries filamen-
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teuses segmentées induisent le déve-
loppement au niveau du petit intestin
de cellules T helper 1 (Thl) et Th17 qui
ont des effets pro-inflammatoires [1].
D’autres bactéries telles que Bacte-
roides fragilis [2] et Faecalibacterium
prausnitzii [3, 4] ont des effets anti-
inflammatoires via la production de
métabolites et/ou le recrutement de
cellules T régulatrices. Les bactéries
intestinales et leurs métabolites sont
donc essentiels dans I’équilibre de la
réponse immune intestinale. Un désé-
quilibre du microbiote intestinal appelé
dysbiose, caractérisé par une diminu-
tion de la biodiversité et le dévelop-
pement d’espéces bactériennes aux
dépens d’autres, est observé chez les
patients atteints de MICI sans que I'on
sache si cela est la cause ou la consé-
quence de I’inflammation [5]. €n asso-
ciation avec la dysbiose, les chercheurs
suspectent également des facteurs
génétiques dans la pathogénése des
MICI. Plus de 160 génes de susceptibi-
lité aux MICI ont été identifiés. Parmi
ces genes, on retrouve notamment le
géne CARDY [6].

Caspase recruitment domain 9
(CARDY) et colite

La protéine CARDY est fortement expri-
mée dans les cellules myéloides et
particulierement dans les macrophages
et les cellules dendritiques. Le gene
CARDY code une protéine adaptatrice
jouant un rdle central dans I'intégra-
tion de signaux provenant de récep-
teurs reconnaissant des motifs molé-
culaires. CARDY participe ainsi a la
reconnaissance des mycobactéries, des
bactéries, des champignons et des virus
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via différents récepteurs (en particulier
Mincle, TLR [toll-like receptor], NOD2
[nucleotide-binding oligomerization
domain 2] — aussi appelé CARD15 — et
Dectin). La signalisation via CARDY
induit notamment les voies NF-xB
(nuclear factor-kappa B) et p38/JNK
(c-Jun N-terminal kinase) provoquant
ainsi la production de cytokines et
la destruction des microorganismes
détectés. CARDY est donc une pro-
téine clé dans la réponse immune innée
contre de nombreux microorganismes
dont des commensaux et des patho-
génes de la flore intestinale [7, 8]. Nos
travaux précédents ont montré que les
souris invalidées pour le gene CARDY
(Card97/") présentent une sensibilité
accrue a la colite chimiquement induite
par le dextran sulfate sodium (DSS), ce
qui permet de mimer une MICI chez la
souris’. Ces animaux ont une réponse
immune anormale, avec une diminution
de I'expression d’IL(interleukine)-6,
IL-17, IFN-y (interféron gamma) et
IL-22 dans le cdlon [9]. L'IL-22 est
impliquée dans la réparation tissu-
laire intestinale [10] et participe a la
réponse immune contre les infections
bactériennes et fongiques via I'induc-
tion de la production des peptides

! La colite chimiquement induite par le DSS est communé-
ment utilisée comme modéle pour les MICI.
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Figure 1. Modéle suggérant le réle de CARDY dans I’interaction hote-microbiote. La déplétion de CARDY a des effets déléteres sur le microbiote

intestinal bactérien et fongique et le microbiote des souris Card9™~ est incapable d’induire la production d’IL(interleukine)-22 par les cellules T et

les CLI (cellules lymphoides innées) dans le c6lon. Ce défaut est dii a I'incapacité du microbiote des souris Card9™~ & métaboliser le tryptophane
en ligands reconnus par le récepteur aryl-hydrocarbone (AhR), ce qui provoque une diminution de son activation modulant la production d’IL-22.

Le défaut d’IL-22 amplifie également la dysbiose dans un cercle vicieux induisant la perte de I’homéostasie intestinale. PAM : peptides antimicro-

biens; DC: cellules dendritiques ; DRE : dioxin response element; ARNT : aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator protein.

antimicrobiens Reg3y (regenerating
islet-derived protein 3-gamma) et
Reg3P par les cellules épithéliales
intestinales [11, 12]. De plus, nous
avons montré récemment qu’il existe,
au niveau des cellules épithéliales
intestinales des souris Card9™’", une
diminution de la prolifération et une
augmentation de 'apoptose a la suite
d’une colite induite par le DSS [13].
Il a également été observé chez ces
animaux une diminution de I’expression
de Reg3y et Reg3P au niveau colique
et une altération du microbiote intes-
tinal bactérien et fongique [13]. Ces
données confirment I"importance de
CARDY au niveau de I’intestin dans
I’immunité, le maintien d’un microbiote
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normal et la résistance a I'inflamma-
tion (Figure 1).

Est-ce que le microbiote intestinal

des soutis Card9~’" & lui seul est
responsable de cette hypersensibilité
a inflammation ?

Afin de répondre a cette question, nous
avons colonisé des souris axéniques?
(Ax) sauvages (WT, wild type) avec le
microbiote de souris WT (Myr=> Ax)
ou de souris Card9”"" (Mcgro-/- = AX).
Nous avons ensuite induit une colite au
DSS. Le transfert du microbiote d’une

% Se dit d’un animal prélevé stérilement a sa naissance
(par césarienne) et élevé a I'abri de toute contamination
microbienne et dont le tube digestif ne contient aucun
microorganisme.

souris Card9™~ dans une souris WT est
suffisant pour reproduire le phénotype
observé chez les souris Card9™/". €n
effet, nous avons retrouvé une suscep-
tibilité accrue a la colite, une dimi-
nution de la prolifération et une aug-
mentation de I'apoptose des cellules
épithéliales intestinales chez les souris
Mcargs-/- =2 Ax. U'analyse transcripto-
mique du cdlon a également montré
une diminution de I"expression d’IL-22,
de Reg3y et de Reg3P chez ces sou-
ris Mcgrg9-/- = Ax. Une réduction de la
production d’IL-22 au niveau du célon
et des ganglions lymphatiques mésen-
tériques de ces mémes souris a aussi
été observée [13]. Différentes sources
d’IL-22 ont été décrites au niveau intes-



tinal dont les cellules lymphoides innées
(CLI, en anglais innate lymphoid cells,
ILC), les cellules NK (natural killer), les
lymphocytes Thl17, les lymphocytes Th22,
les cellules Tyd et les inducteurs du
tissu lymphoide (iTL) [11, 14]. Un mar-
quage et des analyses de ces différentes
cellules par cytométrie en flux nous ont
permis de montrer que le microbiote des
souris Card9™" est incapable d’induire
la production d’IL-22 par les cellules T
et les CLI du cdlon, ce qui provoque une
susceptibilité accrue a la colite [13].

Le métabolisme du tryptophane est

altéré chez les souris M, q9.,. = Ax

Des études suggérent que les cata-
bolites du tryptophane générés par le
microbiote intestinal ont un réle dans la
réponse immune mucosale via le récep-
teur aryl-hydrocarbone (AhR) en modu-
lant la production d’IL-22 [17, 18]. AhR
est un récepteur intracellulaire qui, par
sa fonction de régulateur transcription-
nel, agit sur de nombreux genes impli-
qués dans la détoxification, le déve-
loppement ou la modulation du systeme
immunitaire [17]. Le tryptophane peut
€tre métabolisé soit par les bactéries
intestinales en dérivés indoles, comme
P’indole-3-acétique acide (IAA), soit par
les cellules hotes en kynurénine® [15,
18]. Les dérivés indoles sont des ligands
d’AhR connus pour induire une pro-
duction locale d’IL-22 par les cellules
immunitaires [18]. Afin de déterminer si
la modulation de I'activation d’AhR par
le microbiote intestinal est a 'origine de
la diminution de la production d’IL-22
dans notre modéle, nous avons mesuré
la concentration de ligands d’AhR dans
les feces de nos animaux. Nous avons
pu observer une activation notable-
ment plus faible d’AhR (et moins de
ligands IAA) dans les féces des souris
Mcargs-s- = Ax et Card9™/" par rapport
aux souris Myr=> Ax et WT. Lanalyse

% La voie de la kynurénine intervient dans différentes fonc-
tions physiologiques régissant le comportement, le sommeil,
la thermorégulation et la gestation. Elle est également sus-
pectée d’étre impliquée dans des processus neurotoxiques
associés a diverses maladies neurologiques.
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du microbiote bactérien des sou-
ris WT a permis d’identifier plusieurs
souches produisant de fortes quantités
de ligands d’AhR dont notamment 3
souches de Lactobacillus (L. murinus,
L. reuteri et L. taiwanensis). Chez les
souris Mcgq9-/- => Ax, le traitement avec
un agoniste d’AhR, ou I'inoculation avec
les 3 souches de Lactobacillus produc-
trices d’agonistes du récepteur, diminue
la sévérité de la colite, restaure la pro-
duction d’IL-22 et améliore ainsi I’ho-
méostasie intestinale [13]. ’ensemble
de ces résultats montrent un défaut
du métabolisme du tryptophane par le
microbiote intestinal des souris Card9™/~
qui induit une diminution de "activation
d’AhR et contribue ainsi @ la susceptibi-
lité vis-a-vis de la colite en altérant la
production d’1L-22 (Figure 1).

Diminution de ’activité AhR et des
métabolites du tryptophane chez les
patients atteint de MICI

Afin de déterminer si nos résultats
étaient pertinents chez I’homme, nous
avons analysé I'activité AhR de feces
issus de volontaires sains et de patients
atteints de MICI. Une diminution de I’ac-
tivité AhR associée avec une réduction
des concentrations de tryptophane a
été observée dans les feces des patients
atteints de MICI. Ces résultats montrent
que le métabolisme du tryptophane par
le microbiote des patients atteints de
MICI est altéré et induit un défaut de
I’activation d’AhR. Un génotypage pour
différents polymorphismes associés aux
MICI dont CARDY a été effectué sur les
patients et montre que les porteurs du
polymorphisme de CARDY qui est associé
aux MICI (rs10781499) ont une réduc-
tion encore plus forte de Iactivité AhR.
Aucune association n’a été observée
pour les autres polymorphismes associés
aux MICI tels que ceux de NOD2 [13]. Ces
résultats suggerent une connexion entre
MICI, CARDY et la capacité du micro-
biote a produire des agonistes AhR chez
I’homme. Corriger le défaut de produc-
tion de métabolites du tryptophane par
le microbiote intestinal via des dérivés

indoles ou des probiotiques de nou-
velle génération produisant des ago-
nistes AhR pourrait devenir une nouvelle
thérapie contre les MICI. De maniere
plus générale, nos travaux montrent
qu’un défaut d’un facteur impliqué dans
Pimmunité innée, tel que CARDY, peut
induire une altération du microbiote qui,
a son tour, modifie la réponse immune
de ’hote et amplifie la dysbiose dans un
cercle vicieux conduisant a la perte de
I"homéostasie intestinale. Les facteurs
génétiques de I’hote et le microbiote
intestinal ne peuvent étre dissociés dans
la pathogenése des MICI. La dysbiose ne
doit donc pas étre considérée comme
une cause ou une conséquence des MICI,
mais les deux a la fois. ¢

CARD?9 is involved in the recovery of
colitis by promoting the production of
AhR ligands by the intestinal microbiota
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