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Sciences du Vivant el Sociele

A linilistive de leurs deux présidents, Messieurs Alain MERIEUX et
Jean-Pierre CLAVERANNE , les Fondatlions Mérieux et Bullukian se
sont associés pour favoriser Ia réflexion entre les différents aclteurs
concernés par I'évolulion de Ia science et son impact potentiel sur
Ia sociélé.

Les themes choisis pour ces réflexions concernent les applicalions
des découvertes scientifiques el leurs consequences potentielles
dans les domaines de la santé de I'slimentalion et de 'environnement.

Ces decouvertes scienlifigues vonl, sans aucun doule, fagonner
nolre société par leurs applications

Monsieur Jean-Pierre DECOR, ancien direclteur scienlifique d’Aventis
Agriculture, membre de I'Académie d'Agriculture de France et
président ou administrateur de plusieurs organismes scientifique et
grandes écoles, a été chargé d'organiser cette réflexion sous forme
de colloques el de rencontres.

Ces evenements se déroulent dans des lieux particulierement
appropriés a ce type de débal comme le cenkre de conférences
des Pensieres, sur les bords du lac d’Annecy ou le College des
Bernardins 3 Paris.
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«L'inflammalion silencieuse»

Dr Jean-Pierre DECOR,
président de 'ENSC de Montpellier,
membre de '’Academie d’Agriculture de France

Mesdames Messieurs, chers amis, bonjour et
bienvenue.

En préeambule, je vais vous rappeler les
finalités de nos colloques.

La science exerce une grande influence
dans notlre sociélé el les technologies qui en
sont issues sont de plus en plus rapidement
intégrées dans la vie courante.

De plus Ia science, potentiellement
conslifutive de progres, est percue comme
facteur de risques. Les usages qui sont
faits de certaines découvertes scienlifiques,
provoquent une grande méfiance. C'est Ia
silualion dans laquelle se trouvent les plantes
géenéliquement modifiées, spécislement en
France.

Par ailleurs, du fait de sa complexité croissante
et de sa grande diversilé, elle est de moins
en moins accessible.

Comment rapprocher science el sociélé,
alors qu'aujourd’hui, elles tendent plutdl 3 se
séparer ?

Cest l'objectif de ce type de colloques
organisés par les Fondations Mérieux

<

el Bullukisn, @ [iniliative de leurs deux
présidents, Messieurs Alain Mérieux el Jean-
Pierre Claveranne, perpétuant ainsi 'oeuvre
de Charles Mérieux el du baron Edmond de
Rothschild.

Notre objeclif est de vous familiariser, en tant
qu'acteurs de la société civile dont vous
étes les représentants, avec les découvertes
scienlifiques les plus récentes dans les
domaines de la santé, de [alimentalion
et de [lenvionnement. Ces deécouvertes
scienlifiques sont susceplibles d'avoir un
impacl direct majeur dans nolre société.

S'il est vrai que I'on peul se déplacer en avion
sans savoir piloter ou uliliser un four micro-
ondes sans connailre son fonctionnement,
aujourd’hui, il nous semble nécessaire
d’avoir un degré suffisant de compréhension
des problemes de santé, de nutilion et
d’environnement pour pouvoir déebaltre des
avancees dans ces domaines sensibles des
sciences de |a vie.

Débaltre ne signifie pas dire oui ou non.
Cest dabord s'informer, participer, faire
eveniuellement eévoluer et accepter en
connaissance de cause.

Les découvertes dans les sciences de la vie
vont certsinement fagonner de plus en plus
nolre société par leurs applications.

Ainsi, apres avoir hraité des themes généraux
tels que «De I'eau pour 'humanité, quelles
perspeclives ?» ou «Nourir 9 millisrds
dhumains», nous nous sommes plus
focalisés sur THomme.

En 2012, nous avons examiné |'apport
possible des nouvelles technologies sur
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Ia longévité humaine («LUHomme immortel :
jusqu'ou aller ?»). L'an dernier, nous avions
aborde les recherches en cours concernant le
fonctionnement du cerveau. Le colloque avait
pour litre «Dans les secrels du cerveau».
Pour tous ces colloques un comple rendu est
disponible sur le site Internel :
www.inslitul-vivant.org.

I est egalement possible d'avoir, sur
demande, les brochures relalives aux deux
derniers colloques.

Aujourd’hui, nous vous proposons d'aborder
un aspecl plus meédical en traitant de
« L'inflammalion silencieuse. »

En médecine, des progres spectaculaires ont
eté réalisés pour les iaitements, 'hygiene,
la prévenlion, avec nolemment pour
consequence I'sugmentalion de I'espérance
de vie. Aujourd’hui, par exemple, Mozart
ou Schubert qui sont morts 8 35 et 31
ans auraient pu survivre el continuer leurs
ceuvres.

Durant des siecles, la médecine a toujours
assume lidee que difféerentes causes
declenchaient différentes maladies, c’est-a-
dire qu'il n'existait pas un lien commun entre
les differentes affections.

Les recherches qui vonl vous élre présentées
aujourd’hui modifient radicalement celte
opinion.

L'inflammation est Ia composante du systeme
immunitaire qui aide 3 vaincre les bacléries
ou les virus, a réparer les tlissus endommageés.
Il s’aqit 13 de Ia réaction inflammatoire aigué
bénéfique dans ce cas.

Mais l'inflammation se situe entre le bien et
le mal. Silencieuse el ignorée, elle serait 3
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I'origine de nombreuses maladies chroniques
el degeénéralives comme le cancer, Alzheimer,
I'asthme, les allergies, I'arthrite ou le diabete.
A Tlintérieur de la cellule, en réponse 3 un
stress, un certain nombre de meécanismes
vont se déclencher conduisant 3 cette
réaction inflammatloire.

Celle-ci formerait le chainon manquant entre
foutes les maladies chroniques, vasculaires,
melaboliques, digeslives, neurobiologiques
et arliculaires. Les resullals de ces
recherches pourront, de ce fail, avoir un
impact considérable en médecine prédiclive
el devrail contribuer sussi au renforcement
de I'sspect préventif.

La journée va sSarliculer sutour de 4
conférences el se terminera par une lable
ronde:

I.Uinflammalion est une composante
du systeme immunitaire, c’est une des
premiéres réponses au Processus non
specifiue de defense de [organisme
contre  linfeclion ou [iritation. En
infroduction, le professeur Jules Hoffmann
va nous presenter les grandes lignes du
systeme immunitaire inné. Ce sont des
mécanismes ies comparables que les
organismes, des plus primilifs jusqu’a
I'hnomme, opposent aux agents infeclieux.

2.lors de la deuxieme interventlion,
le professeur Marlinon nous deécrira
comment, au niveau de I|a cellule, peut
etre caractérisé un complexe protéique
appelé inflammasome qui va déclencher
Ia réeponse inflammaloire silencieuse.

3. Parmi les facteurs susceptibles de géneérer
un inflammasome, le professeur Burcelin
nous montlrera les consequences d'une
alimentalion frop riche en graisse. En
modifiant |a composition du microbiote,
c'est-a-dire des bactéries intestinales, elle



induil une inflammalion en générant de
nombreux lroubles mélaboliques.

4. enfin, le professeur Miossec nous
exposera les aspects cliniques des
differentes maladies ayant pour origine
celte inflammation silencieuse el fera le
point sur les traitements en cours.

Pour terminer, au cours |a table ronde, nous
essaierons de deégager des pistes pour
délecter et éventuellement prévenir celte
inflammalion silencieuse.

Pour le déroulement du colloque, fort de
l'expérience des @annees précédentes,
nous avons décidé d’'opérer 3 nouveau en
deux parties : I'objeclif est de se donner du
femps pour favoriser linteraction entre les
conférenciers el I'suditoire lors de Ia fable
ronde.

Je vous souhaite donc une excellente journée
tres inshruclive.
[Applaudissements].
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L'immunité innée : des insectes a 'Homme

Pr Jules HOFFMANN
Université de Shasbourg, membre de
'Académie francaise

Sans plus attendre, je vais céder le pupilre 3
nolre premier conférencier, le professeur Jules
Hoffmann.

Son ceuvre et son humanité sont reconnues
par la communaulé scientlifique. Il est le
lauréat d'une liste impressionnante de
dislinclions dont nous sommes convenus de
ne pas les citer.

Je menlionnerai tfout de méme qu'il @ présidé
'’Académie des Sciences el vous avez tous
en memoire qu'il est Iauréal du prix Nobel de
physiologie et de médecine.

Son ceuvre et son humanité sont également
reconnues par la partie la plus illustre de
notre societé en I'sccueillant @ 'Académie
frangaise comme immortel.

Soucieux des applicalions de ses
déecouverles, j'ai eu la chance de le coloyer
et de I'spprécier chez EntoMed, société que
nous avions créée pour valoriser, @ des fins
thérapeuliques, les peplides anlifongiques,
anlimicrobiens qui sont des acleurs de
limmunité innée dont il va vous parler.

Ses decouverles ont éclairé la compréhension

du systeme immunilaire en dévoilant les
principes clés de son aclivalion.
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Le litre de son intervention est : «Uimmunité
innée : des insectes @ 'Homme».
[Applaudissements)

Pr Jules HOFFMANN - J'adresse en premier lieu
mes remerciements tres chaleureux @ Jean-
Pierre Décor el a toute I'organisalion. Je suis
tres heureux d'étre invité pour ce colloque.
La question que 'on me pose souvent ces
dernieres années est Ia suivante :

Pour quelle raison avez-vous lravaillé sur Ia
santé des insectes ?

Laréponse estsimple.Les insectes forment 80
% des especes animales sur Terre. lIs mettent
pres d'un liers de 'humanité en situalion de
fisque de lransmission de maladies graves,
entrainant des millions de morts tous les ans.
lls détruisent plus du liers des récoltes tous
les ans ; mais par ailleurs ils contribuent 3 Ia
pollinisalion.

lls ont donc un réle extrémement important
dans nolre vie de tous les jours.

Je suis issu du laboratoire de zoologie
du Professeur Pierre Joly qui avail fail ses
eludes 3 la Sorbonne avec Pierre Grassel.
Pierre Joly travaillait sur le contrdle endocrine
du développement chez le grand criquel.

A celte époque, on prenail un organe dans
un animal donné el on le transplantait dans
un aulre insecte sans sucune précaulion
d'asepsie. On pouvail méme couper I3 téle
9 deux insectes el les remettre ensemble en
parabiose. En prenant un animal jeune et
un animal plus 3gé on observail ainsi les
facteurs qui influencent le développement.



En 1963, quand M. Joly m'a confié le sujet
de these, il m'a dit que I'endocrinologie sur
les insectes qu'il avail pratiquée pendant 30
ans élail une science qui s’achevail pour Ia
bonne raison que toul ce que I'on pouvait
faire expérimentalement a 'époque avail été
effectué.

Mais il ajouté quelque chose qui m'a surpris:

«Ces insectes sont extrémement résistants
aux infections. Nous n'avons jamais pris de
precaulions el pourtant, il 'y 8 jamais eu une
infeclion. Ces insectes doivent développer
des mécanismes de défense anlimicrobiens
extrémement puissants.»

of fex insectey sont particaliérement résistants aux infections

C'est la genese de toute notre histoire. Elle
remonte @ 50 ans el célait véritablement
de la pure curiosité scientifique. A époque,
personne ne vous demandail si celte
recherche allait permettre d'avoir des
repercussions pour la société ou créer des
emplois.

Pour le CNRS, il suffisait que ce soit une
question scienlifique intéressante en soi.

Avec M. Joly, nous pensions que nous
frouverions quelque chose de lotalement
différent de ce qui élsit connu 3 I'époque
chez les mammiferes. A part Ia phagocylose,
ce qui élait connu était le suysteme des

anlicorps, de Ia memoire immunilaire et nous
pensions qu’il n'y avail rien de semblable
chez les insectes. Nous nous sttendions @
decouvrir un monde lolslement nouveau et
différent de celui des mammiferes.

Je vais vous monirer dans quelques instanis
9 quel point nous nous sommes lrompeés.
En effel, il existe entre l'insecte el 'homme
beaucoup daspects semblables. Nous
avons decouvert beaucoup de choses chez
les insectes grédce aux recherches chez
'homme el inversement, les insectes ont
permis d'avancer dans quelques domaines
specifiques. lls ont eu une contribulion
extrémement intéressante.

Les insecles infectés par des champignons,
des bactéries se défendent extrémement
bien. Quels mécanismes peuvent expliquer
cefte grande résistance ?

Je ne vais pas aller dans les délails, nous
n'en avons pas le lemps el ce n'est pas
nécessaire. Je parlerai des éludes que nous
avons menees @ partir des années 80 et me
bornerai 3 celles relatives 8 |a drosophile. Ce
modele nous a permis de faire de |a génélique
moléculaire el d'aller plus vile dans un cerltain
nombre de domaines.

Si vous piquez une drosophile avec
une pointe plongée dans une cullure de
bactéries, au boul de quelque temps, celte
experience vous monire que linjeclion de
bactéries a8 provoqué ['apparilion d'une
aclivité anlimicrobienne puissante.

La premiere question a élé |a suivante : quelle
est l'identité des molécules responsables de
celte protection ? S’agil-il de peptides ? Nous
le pensions par analogie avec les resullats
oblenus 8 Stockholm par Hans Boman chez
les papillons.
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Deuxiemement, Si nous frouvions
effeclivement chez I|a drosophile des
peplides anlimicrobiens, nous pensions
nous interesser au conlrdle d’expression de

leurs genes.

La floisieme queslion qui s'est avérée
Ia plus longue 3 résoudre est : comment
l'infection est-elle reconnue par les insectes
et éventuellement, discriminent-ils entre
différents lypes d'agresseurs ?

Tel est le plan de mon exposé. Je passerai de
Ia drosophile aux mammiferes et 8 'lhomme
par moments.

Premiere questlion, quelle est lidentilé des
molécules induiles qui expliquent I'efficacité
de celte réaclion de défense ?

La reponse antimicrobienne ¢l
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Diptericine

Drosocine

La drosomycine s'est averée eélre une
molécule parliculierement intéressante
pour la suite de nos havaux. Elle nous a8
permis de mieux comprendre le mécanisme
d’expression.

Il est important, des a présent, de noter que
dans les snnées ou ces lavaux élaient
en cours, parallelement, des peptides
anlimicrobiens ont eté krouves chez 'lhomme
dans loutes les cellules épithéliales de
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Au boul de plusieurs années, nolre groupe 3
reussi @ identlifier, avec I'side du laboraloire

de Guy Ourisson 3 Strasbourg, plusieurs
familles de molécules.

Les cellules du corps gras des insecles,
'équivalent fonctionnel de notre foie,
produisent au minimum sepl familles de
peplides antimicrobiens des peplides
aclifs sur les germes 8 Gram négalif, dont Ia
cecropine homologue 38 |a premiere molécule
frouvée par Hans Boman chez cecropis,
I'sltacine, Ia drosocine el Ia dipteéricine .

Nous avons ensuile houvé un premier
peplide, aclif contre les germes 3 Gram posilif,
la defensine, puis la melchnikowine el Ia
drosomycine aclives conlre les champignons.

= la drosophile

S {nrimic 'I'I‘-'rll".fi TS

Drosomycine

- . —

R

Metchnikowine

(Ir..i‘c 'i:" y

e ol

Défensine

surface, grdce nolamment aux lravaux de
Bob Lehrer et Tom Ganz aux Elals Unis.

'y a toutefois une difféerence. Chez la
drosophile, les peptides produits sont
sécrélés dans le sang el s'y accumulent @ des
concenlralions tres élevées, alors que chez
lhomme, ils sont essentiellement localisés
sur les cellules épithéliales de surface (peau,
poumons, reins, appareil uro-génital, yeux,
bouche, intestin).



Bob Lehrer @ calculé que nous produisions
sur nofre peau de l'ordre de |0 grammes

Depuis, de tes nombreux havaux ont
porté sur les peplides anlimicrobiens.
Nos connaissances sont toutefois encore
imparfaites. Nous savons quils sont
présents chez tous les organismes animaux
et vegeétaux. Leur rdle primordial, chez
les mammiferes, se situe au niveau des
surfaces de conlact avec le milieu extérieur.
lls neulralisent les microbes en déstabilisant
Ia structure de leur membrane. Beaucoup de
tfravaux tres sophistiqués ont porté sur le
mode d’action. Le plus simple pour nous ce
malin est de considérer une déstabilisation de
Ia structure de |Ia membrane des agresseurs
microbiens.

Des deéveloppements récents sont hes
intéressants et extrémement importants chez
les mammiferes. On s’est rendu comple qu'ils
peuvent aussi jouer le role de chémokine
[messager chimique entre les lissus] ou de
cytokine (activation des cellules du systeme
immunitaire).

par jour de peplides anlimicrobiens. Celte
quantité est considérable.

a-Défensmes

“etirop

-Defensnes

!}E',-’?-I'i'.:'f{'\'
aniinii f'r‘lf-‘h"”\

chez | 'Homme

Les peplides anlimicrobiens ne sont donc pas
uniquement des molécules qui s'opposent @
I3 croissance des microbes.

Avec mon ami Jean-Pierre Décor, nous avons
souffert sur les applicalions potentielles en
thérapie. Nous avions créé ensemble une
entreprise que nous avions appelée EntoMed.
L'objectif était d'apprécier lintérét potentiel
de ces peplides en thérapie antimicrobienne.
Nous avons rencontré plusieurs problemes
dont le premier élail Ia dégradation rapide de
ces peplides par les protéases, a I'exception
de la drosomycine, qui avec qualre ponts
disulfure, résiste tres bien.

Le deuxieme probleme élait que leur efficacité
requiert des concentralions élevées qui sont
effectivement réalisees chez les insectes.
Chez la drosophile, les concentrations sont de
l'ordre de 10-6 3 10-7 molaire. Nous avons
pu synthéliser ces molécules en Iaboraloire
par voie chimique, mais les rendements sont
relativement faibles . Un Iraitement journalier
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chez 'homme codlterait 8 peu pres 600
dollars ; ce qui n'est pas dramalique dans
le cas oU vous avez une fransplantation
de moelle osseuse, mais cela n'aurail pas
permis de faire un veéritable « blockbuster ».

Avec la Société Rhone Poulenc nous avons
réussi 8@ exprimer ces genes sous forme
recombinante dans des plantes de tabac.
Nous avons obtenu de hes bons résullatls.
Mais les investisseurs craignaient que nous
n'ariverions jamais 3 commercialiser un
medicament produit dans des plantes OGM
et se sont malheureusement relirés.

A I'époque qualre enlreprises avaient été
lancées, lois aux Elats-Unis et Ia notre
9 Strasbourg. Nous avons eu jusqu'a 40
employes. Nous élions confiants sur le
plan scientifique. Mais I'histoire s'est arétée
I3 quand les inveslisseurs se sont relirés.
La situation @ été idenlique aux Etals-
Unis. Personne n'a réussi pour linstant
o developper ces molécules pour une
anlibiothérapie efficace el financierement
soultenable.

Je clos celte parlie pour en ariver 3 Ia
deuxieme question :

Comment I'expression des genes de ces
peplides est-elle contrdléee ?

Quand nous avons cloné le gene de Ia
diptéricine, nous avons observé dans
ses promoleurs des seéquences fixaltrices
NF-kB. Nous produisions des mouches
fransgéniques oU nous avions cassé ces
sequences el nous observions alors que
l'on ne pouvail plus induire la réponse
anliinfeclieuse. Ceci nous indiquail que ces
sequences élaient indispensables pour que
Ia réponse puisse se faire.

- Colloque « Linflammation silencieuse - uendredi 12 décembre 2014

Qu'est-ce qu'un NF-kB [nuclear factor-kappa
BJ? Il s'agil d'un aclivateur transciplionnel
frouvé par David Ballimore 3 la fin des
annees 80. Je I'si souvent rencontré et il disait
: «Jamais je n'aurais cru que celte découverte
deviendrail aussi importante.»

Des éltudes structurales sur NF-kB ont
montré qu'il est situé dans le cytoplasme
de la cellule mais n'est pas aclif car lié 3 un
inhibiteur appelé IkB. Une enzyme IKK va
phosphoryler kB, celui-ci change alors de
conformalion et se délache de NF-kB qui
se lrouve par conséquent libre et va migrer
dans le noyavu. Il se fixe sur les genes autour
des sites de réponse NF-kB el conduit 3
la hranscriplion des genes de la réponse
immunitaire. Ce mécanisme est général dans
tous les mélazoaires etudiés. Il est par contre
absent chez les plantes.

Ce systeme joue-l-il un réle dans la réponse
immunilaire de Ia drosophile ?

La famille NF-kB comprend 5 membres chez
'homme.

Chez les insectes, un seul membre élait
connu 3 I'époque de nos lavaux. Il avait
eté découvert par Chrisliane Nisslein-Volhar
([prix Nobel de Physiologie ou Médecine
1895 avec Eric Wieschaus et Ed Lewis),
en éludiant la cascade de genes codants
pour la formalion de I'axe dorso-ventral.
lls avaient procédé par mutagénese non
bisisée : I'ingeslion d’'un mulagene entraine
des mulations qui se répercutent dans le
développement des embryons.

Ces fravaux ont permis |a description d’'une
cascade de genes requis pour |3 mise en
place de I'sxe dorso-ventral. Parmis ces genes
se trouve celui qui code pour NF-KB ainsi que
le gene qui code pour linhibiteur IKB. Les
auteurs ont noté que I'activalion du systeme



NF-KB dans leur modele impliquait un input
de la part d'un récepteur transmembranaire
qu'ils ont appelé Toll pour Ia simple raison
que le phénotype correspondant ('apparition
de 'embryon muté) était tout 3 fait bizarre, ce
qui se dit toll en allemand.

NUsslein-Volhard et ses collaborateurs
ont égslement montré que le systeme

devait élre aclivé par une véritable cascade
protéolytique qui clive une cylokine. Celte
derniere a été appelée Spdtzle en raison
de sa shuclure moléculaire ressemblant
aux nouilles. Rappelons que ces noms
ont été donnés bien avant que les genes
correspondants n'aient été clonés ni les
protéines pour lesquelles ils codent n'aient
eté caraclérisées au plan structurel.

Lascade des genes ( ontrolant [ 'axe

dorsoventral chez | ‘'embrvon de la

T I J
darosompiniie
!

Nous avons donc appris qu'il y avail dans le
développement embryonnaire |kB, NF-kB et
par ailleurs nous savions que des siles de
reponse 8 NF-kB élaient requis pour qu'il Y
aif 'expression des peplides antimicrobiens.

Ces mémes genes peuvenl-ils élre impliqués
dans le contrdle de I'expression des peplides
antimicrobiens ?

Cela semblail 3 priofi peu probable parce
que les genes de |a cascade de Nisslein-
Volhard élaient des genes exprimés chez
Ia mere, ce que l'on sppelle des genes 3
expression malernelle.

Or, en l'occurrence, nous Ilravaillions sur
des adultes males ou des larves 8gées qui
n'élaient plus dans ce contexte.

o Spactile

Niisslemn-Volhard

EMBRYCON

\\ i_KB, ’ NF-<xB

Toll

Par a@illeurs, si la cascade controlait
effectivement I'expression des genes des
peplides antimicrobiens, on pouvail penser
que I'embryon devrail contenir quanlités de
peplides anlimicrobiens ; ce qui n'élsil pas
observe |

Le Iaborstoire a3 alors lenté de répondre
o celte quesltion par le biais d'une vaste
opération qui associsil des biochimistes
(Charles Hetru, Jean-Luc Dimarcq, Philippe
Bulel), un génélicien de drosophile (Bruno
Lemaitre), el des biologistes moléculaires
(notamment Jean-Marc Reichharl).

Nos eludes ont inilislement portées sur
I'induclion par des bactéries de la diptéricine,
peplide aclif conlre les germes 3 Gram-
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negalif. Malheureusement pour nous il s’est
averé que celte molécule n'élait pas la cible
de |a cascade Toll.

Ce n'est qu'a partir du moment ou, Jean-Luc
Dimarcq, Philippe Bulel, et Charles Hetru
ont réslisé au Iaboraloire une analyse
proléomique  différenlielle en comparant
les peplides induits apres infeclion 8 ceux
presents chez les insectes témoins, qu'ils
ont idenlifie un polypeplide massivement
induit. Ce peptide n'avait pas d'aclivité
anlibactérienne et il a fallu de nombreux
mois avant que notre laboraltoire ne puisse
monirer (en associstion avec le groupe
de Willem Broeckart de Gand) qu'il était
puissamment anlifongique. Nous avons
nommeé ce peplide drosomycine. Le clonage
du gene codant pour Ia drosomycine par
JM Reichhart permit ensuite @ B Lemaitre de

montrer que son induclion apres blessure
seplique dépendait de Toll, contrairement au
gene de la dipléricine.

A celte époque, des données geénéliques
nous ont portées a proposer qu'une deuxieme
voie élail responsable de I'induction de celte
diptéricine el d'autres peplides anlibactériens.
Nous avons appelé cette deuxieme voie IMD
(pour Immune Deficiency).

Au boul de 5 ans, le Iaboraloire avait
donc réussi @ démontrer qu'il existait deux
voies disclinctes, Ia voie Toll et Ia voie
IMD, contrélant I'expression des genes qui
codent pour les peplides anlimicrobiens. I
est d'silleurs possible que ces deux voies
puissent concourir dans le conkdle de
'expression de certains genes.

Ictivation des membres NI-kB par deux voies de

LY L."—‘.’u‘:'r." sarion distincres

Champignons

Bacteries a Gram-positil

\ Identité /
Récepteurs ?

TOLL

Peptides antifongiques
el aniibactériens
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IMD

Peptides antibactériens



Pourquoi ce travail 3 eu une incidence
beaucoup plus générale que pour I3
drosophile?

En 1992, j'avais conlacté Charlie Janewauy,
professeur 3 Yale, qui s'intéressail, avec
Alan Ezekowilz dHavard, a8 ce quils
appelaient I'anfe-anfibody response, c'est-
o-dire |a réponse avant que les anticorps
n'apparsissent. lls travaillsient chez les
mammiferes (y compris chez 'homme). Charlie
Janeway élait convaincu, en 1989, que
limmunité adaplative, centre de loutes les
etudes o I'époque, ne pouvail se réaliser que
s'il y avail un input préalable de limmunité
innée. Quand un peplide est présenté aux
lymphocuytes T, il faut quil y ait un signal
d'infeclion. LUimmunité adaplalive ne peut
pas décider si le peplide qui lui est présenté
est lié @ une infection ou fail partie du soi de
lindividu. Il faut donc un systeme avertisseur.
Selon Charlie Janeway, cela ne pouvait
qu'élre limmunité innée. A I'époque on ne
connaissail pas le systeme de récepteur.

Nous avons décidé de nous mettre ensemble
pour décrypterles paralleles potentielles entre
Ia souris ('homme) el Ia drosophile, partant
de lidée que NF-kB élait impliqué dans les
deux systemes. Nous fOmes en parliculier
soulenus dans nos travaux collaboralifs par
le programme Human Frontliers in Science au
départ, el depuis, de fagon non interrompue
par les Nalional Inslitutes of Health.

En 1996, javais présenté les travaux de

notre laboraloire sur la mouche 3 une réunion
interne avec les laboraloires de Charlie
Janeway el d’Alan Ezekowilz dans le cadre
du programme Fronlieres humaines. L'année
suivante, le laboratoire Janeway identifiait
par clonage homologue un récepteur humain
qu'ils ont appelé Toll-like receplor, [TLR).

Encore une année plus fard, Bruce Beuller
identifisil le récepteur du lipopolysaccharide
[LPS] chez la souris. Le LPS [composant de
la paroi des bactéries @ Gram-négalif] est
'un des inducleurs essentiels de la réponse
immunitaire innée chez les mammiferes.

Au bout de 2 ou 3 ans, la communauté
scienlifique a découvertque ’'nomme possede
une douzaine de recepleurs TLR. Ceux-ci sont
des protéines ransmembranaires présentes
soit sur la membrane cyloplasmique soit sur
la membrane des endosomes. Ces récepteurs
reconnaissent différents determinants
microbiens extérieurs 3 Ia cellule (lipopeplide,
LPS, flagelline, profiline...) et des séquences
nucléolidiques au sein des endosomes (voir
figure).

Linteraclion ligand-TLR active NF-kB el
conduit @ l'expression des genes codant
pour les polypeptides de limmunité innée.
Par ailleurs, celte interaction sur les cellules
dendsiliques en parliculier [comme dans
les ftoutes les cellules dites présentatrices
d’'anligenes] conduit 3 [Iaclivalion de
limmunité adeaplative en stimulant des
lymphocytes naifs.
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Il est apparu au fil des années que en
dehors de l'action des ligands microbiens
sur les TLR, ceux-ci peuvent également subir
une activalion par des molécules résultant de
dommages ou de morls cellulaires (exemples:
heat shock proteins, HMGBI, biglycan,
hyaluronane, héparane sulfate]. A noter
cependant que, contrairement aux cas des
interactions entre TLR el agonistes bactériens
ou fongiques, il N'y 8 pas encore d'éludes

structurales sur ces dernieres interaclions.

Comme nous I'avons vu tantdl, les TLR ont
eté inilialement associés exclusivement 3 la
défense anliinfeclieuse. Les trées nombreux
fravaux réalisés au cours des quinze
dernieres années, nolamment en recherche
clinique, ont conduit 3 une image beaucoup
plus large el nous savons aujourd’hui que
ces récepleurs jouent un réle primordial dans
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linflammalion, interviennent frequemment
dans I'suto-immunité, et dans I'allergie. lls
jouent également un réle dans le systeme
nerveux nolamment dans les cellules de Ia
microglie. Comme certains adjuvants ulilisés
du cours de la vaccination agissent par
les TLR, des recherches aclives portent sur
ce domaine pour améliorer I'efficacité el la
spécificité de ces adjuvants TLR-dépendants.
Notons enfin que limmunothérapie,
nolamment anlicancéreuse, est en tain de
prendre un essor remarquable, el que les TLR
jouent également un réle dans ce domaine.
L'essordece domainederechercheenrelalion
avec les récepteurs lransmembranaires TLR/
Toll est illustré par le fail qu'au cours des
vingl dernieres années plus de 20 000
publications ont été consacrées a celte
thémalique, notamment dans le domaine
clinique.



= @

Je reviens rapidement a Ia drosophile, qui est
quand méme notre domaine de travail el 3
I'aclivation des NF-kB par les deux voies de
signalisalion dislinctes

Quelles sont les recepteurs chez Ia drosophile?

Nous nous sommes rendu comple, apres
des années de lravail, que Toll n'étail pas
un recepteur direct de champignons ou de
bactéries a Gram-posilif, mais répondait o
une cascade protéolytique, comme dans le
systeme embryonnaire.

Quel est donc le véritable récepteur ? En
2001, nous ne le savions pas.

Par ailleurs, pour les bactéries 8 Gram-négalif,
nous n'avions aucune idée de |a nalure du
receptleur.

Je vais vous résumer le tavail qui a pris
des années el qui nous @ amenés avec
plusieurs collegues d'aulres laboraloires 3 la
découverte de protéines de reconnaissance
du Peptidoglycane de Ia paroi des bacléries
[PGRP). II s’aqgitl chez la drosophile d’'une
famille de |3 molécules qui ont en commun

Autormmunité

un site dans lequel se fixe le Peplidoglycane.
Des travaux de structure réalises nolamment
aux Etals-Unis, ont monté que ce site est
capable, selon le lype de molécule, dans la
famille des | 3 protéines, de discriminer entre
du Peplidoglycane de bactéries a Gram-
positif et 3 Gram-négalif.

La fixalion du Peptidoglucane de ces
bactéries @ PGRP-SA aclive une cascade
protéolytique qui conduit au clivege de
Spdtzle, la cylokine découverte dans le
développement embryonnaire. Celte cascade
protéolytique est bien connue maintenant,
grdce 3 une seérie de travaux réalisés dans
plusieurs laboratoires. On notera qu'elle
est difféerente de celle du developpement
embryonnaire.

Les bactéries a Gram-neégalif aclivent par leur
Peptidoglycane spécifique un autre récepleur,
PGRP-LC, transmembranaire celui-ci, et
n'induisent pas de cascade protéolytique.

Notons enfin qu'au laboratoire Dominique
Ferrandon 3 trouvé des protéines (GNBP)
de reconnaissance du f3-Clucane  des
champignons dont Ia shucture 3D a elé
elablie en collaboralion avec le groupe
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d’Alain Roussel. Les champignons activent
egalement celte cascade protéolylique, tout

comme les bacléries 3 Gram-paosilif.

Urame-n

ba

PEPTIDOGLYCANS (G+)

GLUCANS

Quelles sont les élapes entre Ia reconnaissance
de [I'agresseur el l'expression de genes
codant pour des molécules effectrices ?

Quand nous avons cloné le gene codant
pour IMD, il s'est avéré que cefte molécule
eltail proche de la molécule RIP [TNF-Receptor
interacting protein) de Ia souris. Ce ful aussi
le cas du complexe IKK propageant Ia
reponse cellulaire en activant Ia protéine
NF-kB qui avail été découvert les années
precedentes chez la souris, ainsi que pour Ia
kinase amont, TAK| idenlifié par Lemailre a
Gif-sur-Yvelte.

Subitement, nous nous Irouvions dans
un systeme, mis 8 part les récepteurs
d'aclivation, équivalent a ce qui élait trouve
chez la souris. C'élail tolalement différent de
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ce que nous anlicipions !

Nous nous sommes par ailleurs rendu compte
que la voie IMD chez la drosophile n'est
pas seulement aclivee par des infections
bactériennes 3 Gram-négalif ; elle [lest
egalement dans des condilions parfaitement
steriles qui simulent une inflammalion. En
présence dexces d'’ADN [mulation perte
de fonclion denzumes Iysosomiales de
dégradalion d’ADN), il y @ une induclion de
Ia voie IMD, tout comme chez les mouches
vieillissantes el celles qui développent des
fumeurs.

En fin de compte il apparailt ainsi que la voie
IMD est assez semblable 3 celle du récepleur
du TNF chez la souris.



P, i y A N
ACHEVUTION U

La dipiéricine et
de nombreux

genes

Protémes du cvtosqueletie,

Signalisation proapoplotique

La drosophile n'est bien sir pas I'sncétre
de la souris, ni Ia souris I'ancétre de Ia
drosophile. Si ce systeme est aussi proche
chez la drosophile el Ia souris, quand est-il
apparu ?

A ce slade, nous nous sommes mis 3 regarder
les séquences génomiques chez différentes
especes animales. La surprise ful de voir que

le systeme découvert chez |a drosophile el Ia
souris élait présent chez 'anémone de mer.
Une autre surprise est que le systeme chez
'anémone de mer est plus proche de celui
des vertébrés que celui de la drosophile.
Toul ce qui est présent chez |a drosophile est
egalement chez I'snémone de mer et chez
'homme.

Immunité
innée

adaptative

Immunité innée
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Nous avons récemment fait une analyse
proléomique qui nous 3 permis d'isoler
400 proteines qui interagissent avec les
Il membres canoniques de la voie de
signalisation IMD. Sur ces proléines, 390
% sont communes enire la drosophile et
'homme. Malheureusement nous ignorons
pour la plupart de ces protéines les fonclions
precises au cours de |a réponse immunitaire.
Dans des essais d'interférence a 'ARN, nous
avons cependant montré que 60 % ont un
effet nel sur le taux d'induction des genes
codant pour certains peplides antimicrobiens
chez Ia drosophile.

Au plan phylogénélique, on admet
aujourd’hui que I'immunité innée est apparue
fres t6t avec la mullicellularité, probablement il
ya | milliard d'années. C'est Ia seule défense
antimicrobienne chez 95 % des formes
animales. Certaines eslimalions indiquent
que celte réponse serait responsable de
95 % de nos propres réacltions de defenses
antimicrobiennes.

Limmunité adaplative est apparue avec
les poissons lorsque les lymphocytes se
sont différenciés, il y @ environ 450 millions
d'années. Alors que limmunité innée se
caractérise par un nombre reskeint (une
centaine probablement] de récepteurs dont
les genes sont présents dans le genome,
dans [limmunité adaplalive par conlre,
nous frouvons un répertoire fantasltique de
récepteurs surles lymphocytes (en millions par
individu). Ceux-ci résultent du réarrangement
de fragments de genes dimmunoglobulines
dans chaque lymphocyte.

Certains de ces lymphocytes évoluent, apres
une infeclion, en cellules-mémoire. C'est Ia

base de |a vaccination.

Finalement, comme je I'si exprimé 3 plusieurs
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reprises, pour qu’il Yy ail une forte aclivation
de l'immunilé adaplalive, il faut un input des
cellules de 'immunite innée.

Je lermine en remerciant les personnes
sans les contribulions desquelles ce fravail
n'aurail jamais pu aboulir. Parmi les chimistes
et biochimistes, le r6le de Charles Helru, Jean-
Luc Dimarcq el Philippe Bulet a été essentiel.
Jean-Marc Reichhart et ses collaborateurs
directs ont joué un r6le prééminent dans les
approches moléculaires el Bruno Lemailre
fut le premier génélicien de drosophile que
j’3i pu recruter au laboratoire ou il ful bientot
rejoint par Dominique Ferrandon el Julien
Royel. D'autres personnes ont joué un role
significalif dans [I'histoire du Iaboraloire,
nolamment Marie Lagueux, Daniele
Hoffmann, Marie Meister. Je n'oublie pas
non plus les chercheurs post-doctoraux et
les étudiants de these qui furent nombreux
pendant |3 réalisation de ces lravaux.

Je voudrais egalement souligner les
conkributions de Jean-Luc Imler, en parliculier
sur les réactions antivirales de drosophile,
el les travaux dElena Levashina sur les
défenses des mousliques conlre I'sgent du
paludisme, recherches dont je n'ai pas eu
'occasion par manque de temps de parler
pendant mon exposeé.

[Applaudissements)

Dr Jean-Pierre DECOR.- Merci pour l'histoire
cette belle découverte des mécanismes de
limmunité innée que lu as su nous rendre
accessible méme s'il y 8 quelques noms de
protéines qu'il va falloir revair ...

Pr Jules HOFFMANN.- Les noms ne soni pas
importants.

Dr Jean-Pierre DECOR- || y 3 quand méme
une grosse lacune dans celte immunité
innée : elle n'a pas de mémoire. Chaque fais,



il faut recommencer el cela laisse du temps 8
l'infeclion pour s’installer.

Pr Jules HOFFMANN.- Oui, on peut le dire ainsi.
Je ne suis pas o l'origine de I'immunité innée,
mais C'est une queslion qui revienl souvent,
en parliculier des journalistes.

I y @ deux atlitudes. Si 95 % des formes
animales sur terre se défendent si bien avec
limmunité innée, pourquoi fallail-il 'immunité
adaplative ? Une aulre fagon est de dire
que c'est une énorme lacune. Il N'y @ pas de
reponse parfaite a cela.

Cependanl, on peul imaginer que les
insectes ont une durée de vie relalivement
courte ef un taux de reproduction faramineux.
L'homme 3 une vie longue el ne fail pas une
reproduclion incontrélée, en toul cas plus en
France ni en Allemagne.

C'est une explicalion possible. C'est presque
une queslion philosophique. C'est Ia question
du pourquoi el du comment.

Il y @ une explication de comment cela a pu
se faire : C’'est 'spparition des lymphocytes.
C'est un phénomene unique.

A parlir de ce moment-Ia, il y avail un
double phénomene requis : l'introduclion de
fransposon dans les genes de limmunité.
Cela ne s'est fail que dans les lymphocytes.
A parlir de ce moment-la, vous aviez un
systeme qui élail certes colteux, mais qui
avail le bénéfice de pouvoir faire des cellules-
meémoires. C'est ainsi que cela s'est fail.

Sans cela, on n'aurail pas pu oblenir Ia
longévité. On peut dire qu'on n'est plus
nécessaire 8 partir du moment ou I'espece
s'est propageée.

Dr Jean-Pierre DECOR.- C'est bien au niveau

des poissons qu’il Y a eu |a transition ?

Pr Jules HOFFMANN.- Les poissons que nous
connaissons acluellement sont apparus
apres l|a transition. L'eslimalion, cest le
placoderme. Tous les poissons aujourd’hui
ont le systeme. En revanche, I'smphioxus
ne I's pas. Il N'a pas de lymphocytes. i
existe une situation un peu plus ambigué
avec les agnathostomes [poissons sans
machoire). C'est un aulre systeme de lype
pré-lymphocytes.

Algin COLENO.- Les micro-organismes
fransmis, aussi bien dans le regne végeétal
qu’animal, ne déclenchent pas le phénomene
d'immunité ?

Pr Jules HOFFMANN - Si.

Alain COLENO.- Alors, pourquoi
toujours vivants a lintérieur ?

sonl-ils

Pr Jules HOFFMANN.- Comme fout systeme, il
n'est pas paifail. Il n'arive pas 3 éradiquer
'ensemble. Si le virus de |a dengue vous est
tfransmis, il est I3, volre systeme immunitaire
de fagon compliquée se met en route. lly 3 @
Ia fois le systeme inné et adaptalif. Tout cela
est relalivement bien connu. Si le virus se
développe fres rapidement, I'histoire devient
grave pour le sujet s'il n'est pas vacciné.

Alain COLENO.- Pourquoi le systeme Toll ne
se déclenche pas ?

Pr Jules HOFFMANN.- Le systeme Toll se
déclenche. Selon le cas, cela ne suffit pas
pour I'éradiquer.

Algin COLENO.- Par ailleurs, vous avez dit
avoir arrété vos travaux, car, d'une maniere
générale, on craignail |13 réaclion du public
au fail qu'on faisait multiplier des systemes
de défense dans les tabacs transgéniques.

Colloque « Linflammation silencieuse - uendredi 12 décembre 2014 - 23



Or le lraitement Ebola qu’on ulilise maintenant
el qui sauve les personnes alteintes,
est obtenu 3 partir de plants de labac
fransgeéniques.

En France, il faul se taire car tout le monde est
contre les OGM. En Amérique, les journalistes
en parlent. Les écoles vont visiter les serres
de labac ouU ce systeme est fail. C'est étrange.

Pr Jules HOFFMANN.- Absolument. La seule
réponse que je puisse vous donner est que
les inveslisseurs ont arété de nous financer
ily @ 15 ans. Aujourd’hui, tout évolue, méme
cela.

Alain COLENO.- Peul-élre que vous aurez
l'occasion de reprendre, je 'espere...

Claude DELCAYRE.- Je suis directeur de
recherche dans une unité de 'INSERM qui
s'intéresse 3 linsuffisance cardiaque. Cest
une maladie en parlie inflammaloire.

Les questions que I'on se pose sont de savoir
si les systemes hormonaux aclivés qui sont
bénéfiques au début et qui malheureusement
restent activés de maniere maléfique, peuvent
etre éliminés.

Quel est le mécanisme de contrdle ? Une
fois que ces systemes sont aclivés, comment
vonl-ils étre inaclivés ? Quels sont les
mecanismes censeurs, qui permeltent de dire
: ce n'est plus Ia peine d’acliver le systeme si
VOUS ne pouvez pas le calmer ?

Pr Jules HOFFMANN.- Tous les systemes, 8 |a
fois chez Ia drosophile, chez Ia souris et chez
lhomme, ont un systeme de rétrocontrdle
inhibiteur. Lorsque je montre tous les genes
qui sont induits, il y @ aussi l'inhibiteur. NF-
kB va produire |a transcription de foute une
série de genes, dont le gene inhibiteur qui
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va bloquer. S'il 'y @ pas un input conlinu, le
systeme va s'arréter.

Claude DELCAYRE.- Nous vivons dans
un milieu qui conlient beaucoup plus de
bactéries que nous. Elles sont bénéfiques.
Comment pouvons-nous les supporter ?

Pr Jules HOFFMANN.- Nous sommes enlourés
de millions despeces de bactéries (50
millions, 100 millions, cC’est comme avant
Jésus-Christ, cela ne veut rien dire), mais
cerfainement une centaine de millions de
bactéries.

Il y 8, selon ce que me disent mes collegues
compélents, peut-élre tout au plus une
cinquantaine de bactéries qui sont un
probleme pour la santé.

Nous sommes enltourés de millions de
champignons. || N'y en 8 qu'une douzaine
posant un probleme, peut-étre | 8.

Pour les virus, c’est un peu différent. On
commence 3 parer de 100 milliards
d’especes. On n'est pas encore d’'accord sur
ce qu'est une espece de virus. Il y a toul au
plus 200 virus qui posent un probleme.

Pourquoi certains sont pathogenes 7P
La tes grande majorité est éliminée par
limmunité innée. Ceux qui posent probleme
ne sont pas eliminés, c'est pour cela qu'ils
sont pathogenes. Certsins arfivent 8 mieux
s'accoler aux membranes des cellules.
D'autres font des loxines. Le systeme de
limmunité innée n'est pas capable de
s'opposer aux toxines. Les anlicorps eux
peuvent les bloquer.

Pourquoi les commensaux ne déclenchent-
ils pas de probleme ? lls déclenchent
des problemes, mais pas des problemes
pathologiques. lIs jouentun réle tres important
d’instruction du systeme immunitaire.



En peu de temps, je ne pourrai pas repondre
3 la question, mais c’est une question réelle.
Récemment, en parant devant des
cardiologues, bien que n'étant pas meédecin,
je me suis rendu comple que le récepteur Toll
jousil un role important dans linfarctus du
myocarde.

Claude DELCAYRE.- El dans I'athérosclérose.

Pr Jules HOFFMANN.- Absolument. On pourrait
poser |a queslion : oU ne joue-I-il pas un réle
? Linflammalion est dans tout.

Roland MOREAU.- Vous avez évoque lout
o I'heure I'activalion de la voie IMD chez
les drosophiles vieillissantes et chez les
drosophiles alteintes de tumeurs. Est-
ce o dire que celte aclivation intervient
dans [I'sugmentalion de Ia longevité
el eventuellement dans wune aclion
anlicencéreuse ?

Ce serait tout 8 fail exlraordinaire. Je pense
par exemple 3 la lélomérase, qui a élé
affiché comme élant une molécule qui allait
augmenter |a longévité, mais on s’est tres vite
apercu qu'elle élait cancérogene.

Cefte aclivation est-elle @ la fois anli-
cancérogene el propice a8 I'sugmentalion de
'espérance de vie ?

Pr Jules HOFFMANN.- Pour étre trés honnéle,
C'est 3 peu pres les queslions que l'on se
pose actuellement, pour lesquelles le travail
n'est encore pas fait. On est sur Ia méme
ligne. Actuellement, je n'ai pas de réponse
salisfaisante. |l faudra se revoir d'ici 10 ans !

Philippe PARDIEU.- Toul a I'heure, vous avez
evoqué brievement le r6le du microbiote
dans l'espece humaine. C'est @ peu pres
le poids du cerveau digeslif. On commence

o comprendre son r0le en parliculier dans
I'spparition du cancer de I'estomac. D'autres
germes sont pathogenes asu niveau
inflammaloire el  induisent par défense
immunitaire une évenltuelle cancérisalion.

Quels sont acluellement les voies de
recherche au niveau biomoléculaire des
messagers pour essayer d'expliquer pourquoi
on commence 3 soupgonner hélicobacter
pulori dans I'apparilion de certaines tumeurs
du lube digeslif ?

Pr Jules HOFFMANN.- On garde votre queslion
pour Réemy BURCELIN qui parlera en fin de

malinée.

Dr Jean-Pierre DECOR.- Merci encore, Cher ami.
[Applaudissements)
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Meécanismes inflammaloires liés

au slress cellulaire

Pr Fabio MARTINON

Directeur de Biochimie, Université de Lausanne

Fabio MARTINON esl professeur a l'universite
de Lausanne. |l est le spécialiste mondial des
voies de réponses cellulaires au stress et
des mécanismes moléculaires responsables
de l'inflammation.

Il est resté fidele @ l'université qui I's forme.
Apres un long sejour 3 la Harvard School
of Public Health de Boston, il est revenu 3
luniversité de Lausanne. Il est récipiendaire
de nombreux prix el dislinctions, dont le
presligieux prix Pfizer en rhumalologie el en
immunologie clinique.

A Tlintérieur des cellules stressées, il se
produit un cerfsin nombre de mécanismes
qu'il va nous décrire a 'origine de |a réaclion
inflammaloire.

Cher Collegue, je vous cede le pupiltre pour
nous éclairer sur ce sujet

Pr Fabio MARTINON.- Merci 8 vous, Monsieur
Decor pour l'invitation.

C'est un vrai plaisir d’étre ici aujourd’hui el de

discuter avec vous de certains mécanismes
liés au processus inflammaloire. On va opérer
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a parlirde quelques exemples paiticuliers. On
en 3 déjo vu quelques-uns dans |a premiere
partie de ce colloque.

Ce deuxieme theme concemne le shess
cellulaire el I'inflammalion, ce que I'on entend
par stress cellulaire el quelles sont les
connexions entre ces deux mécanismes.

Quand on parle d'inflammalion ou de sthress,
on 3 en général un senliment assez negalif
par rapport @ ces mécanismes. lls ont en
genéral mauvaise presse. Cest souvent
juslifié. On sail que ce sont des mécanismes
qui peuvent élre associes a des pathologies.

Pour comprendre les mécanismes qui
regissent les aspects pathologiques de
linflammalion ou de la réponse au skress,
il faut essayer de comprendre leur rdle, leur
ulilité et leur fonctionnement d’abord dans
une situalion normale.

Pourquoi ont-ils été mis en place par Ia nature
et séleclionnés au cours de 'évolulion? En
effel le but de ces mécanismes n’est pas, en
premier lieu, de causer des maladies, mais
plutél de répondre @ une infection, 3 un
changement dans I'environnement, @ une
maodification su niveau de |a cellule.

Nous allons examiner les aspects fonclionnels
el les raisons d’élre de ces réponses.

Commencons avec |a réponse inflammaloire
aigué.

Cest une réponse associée 3 différents



evenements. Ces phénolypes de |a réponse
inflammaloire ont été décits il y 8 déjo
plusieurs années.

Aulus Celsus au premier siecle, apres Jésus-
Christ, avail déjs décrit les qualre premiers
signes cardinaux de [linflammation : I3
chaleur (sugmentalion de Ia température), les
rougeurs, une enflure (Ia région enflammée
qu’on arrive 3 déltecter), souventl'inflammation
esl sussi associée avec la doulevur.

La réponse inflammatoire algugé

En effet des maladies inflammatoires, comme
Ia goulte sont associées 8 une douleur tres
intense. Il y 3 une centaine d'snnées, Rudolf
Virchow @ sjouté 3 ce calalogue de signes
cardinaux de linflammalion, le concept de
perte de fonclion du lissu enflamme.

Pour comprendre ces différents phénolypes
observés, quels sont les mécanismes ? On
vient de voir que les récepteurs de l'immunité
innée sont impliqués.

Lorsqu’il y 8 une lésion dans un lissu ou
lorsqu'il y 8 présence de signaux chimiques
liés 8 une infeclion, il se produit une activalion
de récepteurs comme les Toll.

Il nous 3 elé menlionné [I'existence
d'inflammalions dites stériles : il n'y 8 pas
nécessairement présence dun agent

pathogene, le simple fail de détruire l'intégrité
des cellules d'un lissu peut entrainer une
reponse inflammalaire.

La premiere élape consiste 8 un reldchement
de signaux chimiques, appelés médiasteurs,
par les lissus endommages.

Ce sont des molécules qui sont naturellement
présentes o l'intérieur des cellules, localisées
dans le noyau ou dans le cytoplasme.
La cellule, 3 I'étal normal, est protégée par
une membrane. Lorsque celte cellule est
endommageée, il Yy 8 d'abord une ruplure
de lintégrité de la membrane el certains
meédiateurs sont relachés de fagon plus
ou moins specifique, mais aussi de facon
passive, @ I'extérieur de la cellule el du lissu
; ils sont alors reconnus par le systeme
immunitaire comme élant des signaux de
danger.

Le systeme immunitaire les détecte comme
elant présents a un endroit ou ils ne devraient
pas élrel Si de 'ADN est présent a I'extérieur
dela cellule, ce n'est pas normal, ’ADN devrait
élre exclusivement dans le noyavu.

De ce fail, des mécanismes de détection de
cet ADN extracellulaire peuvent induire et
acliver une réponse inflammatoire.

La queslion fondamentale dans |Ia
compréhension des mécanismes en amont du
déclenchement de la réponse inflammaloire
est lidentification des signaux qui sont
reldcheés, des récepleurs, des censeurs el des
cellules qui détectent ces signaux.

Dans I'exemple de pathogenes impliquant les
Toll récepleurs, grace a 'exposé précédenton
comprend bien les mécanismes de déteclion
de ces pathogenes.
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Mais comme Jules HOFFMANN I's précise,
pour Ia plupart des médiateurs reldchés par
les lissus endommagés, on ne connait pas
encore bien les mécanismes impliqués.

La libération de ces meédiateurs chimiques
va acliver toule une série de cascades el de
réaclions o lintérieur méme de Ia cellule qui
vont aboulir aux phénolypes caractéristiques
de linflammalion : rougeur, chaleur, enflure,
douleur.

ﬂes signes cardinaux de I'inflammation aigué \

lésion d'un tissu

libération de médiateurs chimiques
histamine, LTs, PGs, cylokines, chemokines

| augmentation de |a
perméabilité cellulaire

1 |
[ROUGEUR [ENFLURE

vasodilatation

~

attraction de leukocyles

\

phagocytose

|

K RESOLUTION /

Une élape importante de Ia réponse
inflammatoire reste Ia résolulion : on a allumé
le feu, on @ réparé, on 8 réussi @ gerer la
situalion il faul ensuite arréter le processus
inflammaloire pour éviter d'avoir lrop de
dommages collatéraux suite 3 celte réponse.

Les mécanismes de base de la réponse

Dans cerlsins processus inflammaloires ou
des pathogenes induisent des dommages
lissulaires ou des inflammations stériles
causées par un dommage dans un lissuy, il
se produit un relachement de médisteurs qui
sont, eux Bussi, capables dinteragir avec
certains de ces senseurs TLR, NLR, RLR pour
conkibuer 3 la mise en place d’'une réponse

inflammaloire  sont tes similaires el inflammatoire.
co,mpltajtemenr i SL!pEprSES . aux Gécanismes de la réponse inflammatoire \
mecanismes de detection des pathogenes
expliqués dans I'exposé précédent. Nous ._.ﬂ&f_.;‘) Y @y
, , N g o raP
avons vu I'exemple des recepteurs ou la s e —— SRR
pathogénes danger J‘Q‘ﬁ
= L ' 2

présence de pathogenes est détectée par
les cellules du systeme immunitaire qui ont
a leur surface ou dans leur cytoplasme des
deélecteurs de ces signaux spécifiques de
pathogenes. Ces cellules vont transmeltre
l'information vie des facteurs comme NF-
kB pour I'sclivalion du signal.
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Je vais lilluskrer par [I'exemple de

I'inflammasome

Jai eu l'occasion de travailler ce sujel lors de
ma these dans le Iaboratoire du professeur
JUrg Tschopp 3 l'université de Lausanne.

Uinflammasome est une sorte de machine
infracellulsire dont on 3 réslisé une

représentalion purement arlistique. Ce n'est
pas complelement de |a science-fiction, mais
nous n'avons pas aujourd’hui de données
structurelles nous permeltant d'avoir une
bonne informalion quant @ |a structure de
linflammasome. La structure initisle, qui élait
basée sur un complexe moléculaire que I'on
refrouve dans le processus d’ apoplose, est

/L'inflammasume

Si sa structure n'est pas bien déterminée,
néanmoins les composants présents formant
cel inflammasome sont bien idenlifies d’'un
point de vue geénelique. Nous avons dans
les inflammasomes une protéine cytosolique
pouvant délecter différents shess et
pathogenes. Nous avons comme dans les
Toll receplors différents lypes de senseurs
qui peuvent détecter différents types de
stress ou de changements au niveau de Ia
cellule.

La difféerence est Ia localisalion de cet
ensemble, @ [lintérieur méme, dans le
cytoplasme de |a cellule du macrophage ou
de Ia cellule immunitaire.

Une fois qu'il est active, l'inflammasome va
entrainer une cascade protéoliique dans
laquelle une protéase est impliquée dans

sensour de perturbations cellulaires
activateur de la cytokine IL-1

probablement erronée.

Ila maluration el le relargage d’'une cytokine
appelée IL-1.

Celte cutokine IL-1 est lres importante dans
Ia mise en place de certains aspects de Ia
reponse inflammaloire, comme par exemple
ce que l'on décril sous le nom de fievre. Si
vous prenez un palient, un Iapin ou une
souris, expériences meneées dans les années
50, linjection de I'lL-1, ce que I'on appelait
o léepoque I'endogenous purogen, induit
une réponse de type fiévreuse. Mais l'lL-|
est aussi capable de monter une réponse
inflammaloire relativement complete.

Linflammasome contrdle I'activation de I'IL- |
el le reldachement de celte actlivite. Cest un
senseur de perturbalion cellulaire.

Un inflammasome appelé NALP3| est
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res sensible aux changemenis dans Ia
composilion ionique des cellules. Il détecte
certains mediateurs chimiques, ainsi que
la dépression d'ions (ions potassium par
exemple] a l'intérieur des cellules. Lorsque Ia
cellule est endommageée ou lorsqu’elle regoit
un signal spécifique, cel inflammasome est
assemblé formant ce complexe moléculaire
impliqué dans I'aclivalion d'IL- 1.

Les premieres éludes menées 3 I'époque
elasient essentiellement biochimiques
el avaient vraiment hes peu d'aspects
fonclionnels. Au débul, nous n'avions pas
de souris déficientes dans les différents
composants de l'inflammasome. En revanche,
il est apparu assez t6t que certains patients
présentaient des mulalions dans les genes
qui forment linflammasome. Ces mulalions
aclivent 'inflammasome de fagon aberrante.
Ainsi dans les maladies aulo-inflammaloires,
du type Muickle Wells par exemple, il y 8 une
sur-aclivation de l'infleammasome

Il est constitutivement activé chez ces patients.
lls ont depuis Ia naissance une inflammatlion,
une fievre périodique qui se caractérise par
différents aspects liés a Ia sur-aclivalion d'IL-
| comme le reldchement de protéines du
Cold familial syndrome , protéines impliquées
dans la réponse inflammatoire.

Nous avions mené ces expeériences avec
'équipe de Philip Hawkins et Michael Mc
Dermotlta Londres.Ce marqueurd’inflammalion
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elsil constamment élevé chez ces patients.
Il reste éleve durant toute leur vie. Certains
développent des conséquences plus ou
moins graves suite @ celte inflammalion
systémique.

Certains palients avaient aussi un phénotype
plus léger et pouvaient vivre relalivement
normalement toule leur vie, mais en étant
fievreux en permanence.

Celte maladie est périodique parce que les
episodes de fievre viennent par vagues. Bien
que linflammasome soit toujours active, le
phénotype inflammatoire ou phénolype fievre
survient par vague : chez certains palients
quolidiennement, chez d'aulres, au moins
une fois par semaine. Cest probablement
d0 au mécanisme de feedback négalif qui
conduil @ ce que la réponse inflammaloire
essaie de se contdler. Il y 8@ toujours un
feedback négalif qui va empécher |a réponse
inflammaloire. Quand le feedback esl terming,
l'inhibition n'est plus I3 el étant donné que
le complexe est toujours aclif, un mouvement
cyclique se mel en route.

Le schéma suivant résume les protéines
impliquées : Le gene NALP3 code pour
une protéine appelée cryopyrine qui induit
une aulo-aclivite du complexe el 'enzyme
caspase | est recrutée au niveau du
complexe.



K‘iur—actlvatlon de lI'inflammasome dans des maladies\

auto-inflammatoires
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dl-1 est una cible thér nnculiuuﬂ/

Linflammation qui en résulle est « médiéee»
par celte cytokine IL-1. Sivous injectez a ces
palients un inhibiteur d'IL-1, une molécule
nalurelle déja présente en clinique dans des
protocoles d'arthrite (cet inhibiteur empéche
Ia lisison d'IL-1 au récepteur), vous avez un
effel extrémement rapide sur le phénolype
inflammaloire. La réponse est speclaculaire
car c'est 'un des exemples ou Ia réponse
inflammaloire est directement causée par une
seule voie. Il n'y @ pas de voies biochimiques
mulliples impliquées, mais une seule qui
lance toute la cascade inflammatoire. Si
vous avez la possibilité de cibler ce premier
point de |a cascade, I'effel sur le patient est
extrémement important.

Le deuxieme exemple de maladie aulo-
inflammaloire est celui de Ia goulte. C'est une
maladie que l'on retrouve chez 'homme en
rsison d'une pelite déficience chez homo
sapiens au niveau d’'une enzyme, appelée
uricase, qui dégrade I'acide urique, produit
par le catabolisme. En conséquence, les
concentralions en acide urique sont assez
elevées dans la circulalion. Si 'on consomme
beaucoup d'slcool el de produits riches en
purine, les concentrations d’'acide urique vont
alteindre un seuil critique. Cel acide urique
cristallise et forme des précipitations qui
vont se localiser dans les orteils ou d'sulres
articulations en créant une inflammalion

@mmple d'inflammation aigué:
Activation de I'inflammasome dans la goutte

aigué, tres douloureuse
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On s'est posé |a queslion de savoir si ces
cristaux par eux-mémes pouvaient activer cet
inflammasomme

La réponse est affirmalive. Chez une souris
deficiente en NALP3, cel inflammasome mulé
chez les palients que je vous ai présentés
precédemment, vous n'arrivez plus a produire
llL-1, cutokine qui induit linflammation.
Pourtant ces cristaux d’'acide urique aclivent
cel inflammasome avec production d’IL-1.

Toutefois nous pensons que lI'inflammasome
n'est pas capable de détecter directement
les cristaux 8 cause de leur faille top
importante. On ne sail pas clairement ce que
linflammasome délecte dans ce cas precis,
s'il détecte I'effet d’'un dommage produit par
le cristal sur Ia cellule ou si des messagers
secondaires sont impliqués dans I'activalion
de linflammasome. Ce domaine n'est pas
completement bien compris.

Les palients qui ont Ia goutte ne peuvent pas
prendre d'anli- inflammaloires classiques et
repondent de fagcon assez impressionnante
aux anlti-IL- 1.

Dans celte maladie asulo-inflammaloire,
vous avez le deépot d'un agoniste de
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linflammasome, d'une molécule capable
d’'acliver l'inflammasome, le cristal. Ce dernier
est delecté au niveau de I'srliculalion par
les cellules du systeme immunitaire, type
monocyte macrophage. Elles vont reldcher
IL-1, cytokine maturée par le processing
do 8 linflammasome. L'IL- | va interagir avec
d'autlres cellules présentes dans I'articulation
el avec un récepteur, IL- 1 receptor.

Le récepteur ressemble énormément a un Toll,
il ne détecte pas directement les pathogenes,
mais I'lL- 1 activée par l'inflammasome. Nous
retrouvons le systeme Toll, les mécanismes
de base de la réponse immunitaire innée
conservés. LUaclivalion dun facteur de
transcriplion, le facteur NF-kB, est a3 nouveau
présent dans celte réponse.

Cel inflammasome est juste une varialion du
systeme Toll puisque I'un des aboulissements
est d'acliver des récepteurs ressemblant
au Toll. Dans Ia drosophile, le Toll détecte
la cytokine Spaelzle el pas directement le
pathogene comme c’est le cas chez 'humain.
Spaelzle est maluré par des cascades de
protéases. Nous retrouvons ici les mémes
concepls, nous observons une convergence
dans I'évolution.



/Activation de l'inflammasome

dans la goutte
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Dans celte réponse, il y 3 2 aspects :

* le senseur, cel inflammasome 3 l'intérieur de
certaines cellules, de certains monocytes ;
*le mediateur, IlL-1, qui va tansmeltre
l'information @ d'autres cellules pour acliver

Ia réponse inflammatoire.

Linflammasome est peut éke l'un des
mécanismes impliqué dans le reldchement
de médiateurs cellulaires.

Des éludes ont moniré que I'acide urique
reldché lors de dommages lissulaires peut
agir comme un signal de danger. Dans ce
contexte, on peut imaginer que certains
meécanismes détectant I'sacide urique peuvent
élre impliqués dans |a réponse inflammaloire.

D'autres mécanismes, comme le reldchement
de ['ATP intracelluleasire ou d’ADN d'une
cellule endommagée, aclive l'inflammasome
pour induire celte inflammalion aigué.

Ces mécanismes sont mis en place lors de
Ia réponse inflammatoire. Linflammasome a
essenliellement été décrit dans le contexte
de l'inflammalion aigué.

Lesinflammalions chroniques ou silencieuses,
o faible intensité, présentes dans certains
lissus par exemple au cours de la vieillesse
ou dans certaines maladies (obésité, cancer],
dans |a littéerature, sont caractérisées par la
présence de stress cellulaire

Quelle est la différence entre une cellule
stressée el une cellule endommagée ? La
cellule stressée a la capacité de revenir o
étal normal. Il y @ un état de réversibilité.
Quelque chose ne va pas bien, mais elle a
la capacilé de développer une réponse 8
ce stress, de s'adapter et d'éventuellement
restaurer une situation normale.

Celte situalion est un peu moins critique
que celle de |a cellule endommagée. En

Colloque « Linflammation silencieuse - uendredi 12 décembre 2014 - 33



général, on eslime que la cellule, une fois
endommageée, disparail, éliminée.

On s'est posé la question de savoir s'il
existail un lien entre ces cellules stressées et
Ia réponse inflammatoire.

Pour répondre a celte queslion, nous avons
essaye de définir ce qu'élait une cellule
stressée. Ce n'est pas du tout évident et nous
sommes loin de I'avair fail.

Prenons comme approche du skress dans
un organisme, par exemple, [lirruplion
soudaine d’'un fauve dans celte salle. Cela
va créer un cerlain stress. Cela enhraine une
reponse physiologique dans I'organisme qui
3 pour objeclif de réaqir et en I'occurrence,
probablement de prendre ses jambes 3 son
cou !

Il faut une modificalion de certains facteurs

physiologiques qui vont en l'occurrence
augmenter volre rythme cardisque, volre
altention pour conduire @ une réponse de
survie.

Si nous prenons le cas de l'une de nos
cellules qui composent notre organisme,
les processus sont relativement similaires.
La cellule @ une capacité de détecter un
changement, une perturbation, Qquelque
chose qui n'est pas normal el d'avoir une
reponse @ ce challenge pour restaurer une
certaine homéostasie 3@ son niveau.

Dans Ia réponse cellulaire, il y 8 encore un
elément supplémentaire, le fait que Ia cellule
n'est quun composant dun organisme
pluricellulaire. L'organisme 3 |a possibilité de
sacrifier Ia cellule s'il le faul si le dommage
est trop important. I peut B8ussi acliver un
programme de suicide cellulaire pour éliminer
les cellules trop stressées dont on n'arrive
pas o rélablir Ia situalion

/La réponse au stress
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Quels sont les différents types de stress qui
peuvent altérer 'lhoméosltasie des cellules ?
Vous en avez ici une pelilte liste :

* les dommages dans I'ADN ;

* des changements méltaboliques, comme
exces ou un manque d’'énergie ;

« des lissus en hypoxie [manque d’'oxugene)
; par exemple dans les tumeurs,

* le stress oxydalif, produit du métabolisme
de la cellule ;

* les infeclions virales mettant @ mal Ia
machinerie de la cellule. Le virus pour
produire ses propres particules infeclieuses
va uliliser Ia machinerie de la cellule, ce qui
nécessite une certeine adaplalion de Ia
part de |a cellule ;

*|le slress physiologique de l'organisme
enlier qui peut affecter certains tissus ;

edes meécanismes impliqués dans la
fabricalion, Ia synthese des protéines, dans
leur pliage correct. Ces mécanismes sont
tres régulés el des qu'il y a des sltérations
elles induisent du shress

Dans Ia suite de notre exposé, nous allons

nous focaliser sur le shress du réliculum

endoplasmique car cest I'un des mieux
caracterisés.

Cest 'un des mécanismes conservé de la
levure jusqu'sa I'humain. Les mécanismes
moléculaires dans ce stress du réticulum
endoplasmique sont bien éludiés.

Le réliculum endoplasmique est vraiment
un organite essentiel dans Ia cellule. il est
impliqué dans toute Ia communicalion avec
les autres cellules. A quelques exceptlions
pres, il N'y @ pas de protéine sécrétée, de
mediateurs qui vont aller informer d’autres
cellules, de récepteurs synthétises a la
surface de l|a cellule sans lintervention
du réliculum endoplasmique. Toules les

protéines de |a surface des cellules, ainsi que
celles seécrétées, passent par le réliculum
endoplasmique. Cest vraiment le cenire de
communicalion de Ia cellule. De plus, des
syntheses de lipides ont lieu 3 son niveau.

Le réliculum endoplasmique est en général
en conlinuum avec |3 membrane nucléaire
de Ia cellule.

Les machineries positionnées sur ce réliculum
sont capables d'appréhender le bon
déroulement ou les anomalies biochimiques
de la synthese des proltéines, phénomenes
invisibles au microscope.

Ces machineries ont été caractérisées,
idenlifies de fagon genelique dans Ia levure.
Elles sont Ia voie de réponse au stress dans
le réliculum endoplasmique.

Dans le réliculum endoplasmique, il y @ un
facteur de transcription appelé XBPI, il va
aller dans le noyau acliver Ia ranscriplion de
genes impliqués dans la réponse au skhress.

Lorsque j'ai commencé ces éludes dans le
laboratoire de Laurie Glimcher @ Harvard,
on s’est posé la queslion de savoir si ce
facteur de lranscription pouvait jouer un role
dans |a réponse immunitaire el inflammatoire.
La réponse 3 efté d'une facon surprenante
affirmalive.

Nous avons montré que, dans certaines
cellules, comme les macrophages, ce facteur
de lranscription XBP| pouvait étre aclivé
apres un lraitlement par des meédiateurs de
linflammalion les Toll receplors (TLRs).

Par ailleurs |a déficience dans |a protéine
XBP| affectait Ia réponse inflammatoire et
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limmunité. Une cellule déficiente en XBPI
produil moins de cytokine apres lraitlement
avec des agonistes des Toll recepfors,
TLR4 par exemple. Nous avons vraiment
une réponse specifiqgue sur un groupe de
genes parliculiers impliqués dans |a réponse
inflammatlaire.

Chez la souris, cela se reflete par une
difficulté de gérer l'inflammation bactérienne.
Nous avons pris comme modele la bactérie

Francisella lularensis, agent de la fularémie.
Ce n'est pas une bactérie tres pertinente d’'un
point de vue santé publique, mais c’'est un
modele extrémement intéressant 3 éludier.
Les souris qui sont déficientes en XBP | ont
des quanlités de bactéries qui colonisent le
foie el différents organes, plus importantes
que les souris sauvages. Mais une fois que
limmunité adaplalive arive 3 se meltre en
place, ces souris sont plus ou moins capables
de récupérer el la plupart survivent.

-

+ Des souris déficienles en XBP1 ont de la peine a

contréler une infection bactérienne (F. fwlarensis)

~

Lwer (fole)

pioan (rate)

Lwg (poumon)

Des expériences ont montré des résullats
similaires dans (. elegans avec le facteur
XBPI.

Ce facteur XBP |, seulement mis en évidence
dans |a réponse du stress dans le réliculum
endoplasmique, joue donc égslement un
r6le dans la réponse inflammaloire et peul-
élre aussi dans |a réponse immunitaire innée.
En ulilisant des souris déficientes en IREI,
kinase qui active le XBP |, dans un modele
d’'arthrite, on observe une diminulion de
l'srthrite en I'sbsence de celtte voie de
signalisation ; ce qui suggere que celte voie
parlicipe el méme peul-élre contibue 8
monter une réponse inflammatoire.

De nombreuses maladies sont caractérisées
parunsihress dans le réticulum endoplasmique

36- Colloque « L'inflammation silencieuse - uendredi 12 décembre 2014

el un phénotype inflammatoire. Ces maladies
ont des mulalions dans des genes qui
peuvent affecter le pliage des protéines
s'effectuant dans le réliculum endoplasmique
3 l'instar du gene de |a mucoviscidose.

Dans ce cas, il y 3 non seulement un manque
de fonclionnalitt de |a protéine, cause
dun changement dans son expression
[structure primaire) mais aussi d'un défaut
dans son pliage (stucture terliaire), tout cels
dans le réliculum endoplasmique. Limpact
sur les cellules f du pancréas conslilue
une évidence du stress provoqué dans
le réliculum endoplasmique par le gene
provoquant Ia mucoviscidose

Dans les maladies neurodéegéneératives
comme |3 maladie de Parkinson, |a maladie



d'Alzheimer ou les maladies 3 prion, des
dépotsd'agrégatsde protéinesinduisentaussi
du shress dans le réliculum endoplasmique.
Méme chose dans les infections virales el au
cours du vieillissement, ou I'on observe une
augmentation du shress dans le réliculum
endoplasmique.

Esl-ce que la sur-activalion de XBPI en
préesence de slress augmente I|a réponse
inflammaloire?

Si une cellule est stressée, par exemple un
macrophage, avec le facteur XBP| aclivé et
qu’s la suite d’'une infection, un Toll récepfor
est également aclivé, linflammalion sera-
elle plus importante ?

Pour répondre 3 cefte questlion, voici les
premiersrésultals quirestentencore a mettreen
perspeclive dans une situation clinique réelle.
Néanmoins, si I'on prend des macrophages et
qu’on les lraitle avec des shress du réliculum
endoplasmique (on ulilise ici des drogues
qui affectent le réticulum endoplasmique) et
que 'on aclive le Toll receptor-4 [TLR4) avec
du lipopolysaccharide, |a produclion de
certaines cytokines est fortement augmentée
et se corele avec la lisison du facteur de
franscription XBP | sur le promoleur de ces
genes en queslion.

Nous observons que la cellule stressée a
une réponse inflammaloire ; bien qu’elle ne
soil pas encore bien définie ou caractérisée
en maliere de voies impliquées.

La réeponse au pathogene induit également
une forte réponse inflammatoire. Si vous
avez les deux en méme temps, l'inflammalion
peul élre synergique el plus importante.

Cest peul-élre une des pistes 3 explorer
dans certaines maladies caractérisées par la
présence de stress. On a peul-élre une hyper
reponse el celte inflammation silencieuse
chronique qui peut contribuer 3 des épisodes
d’inflammalion aigué dans certains cas.

En résume, le message que je vous propose
est que les premiers maillons de la cascade
(I3 compréhension des mécanismes,
lidentificalion des médiateurs en amont],
responsables d'une réponse inflammaloire,
peuvent conslituer de tres bonnes cibles
thérapeuliques.

Cest le cas pour quelques maladies induites
par I3 sur-aclivation de l'inflammasome parce
que le meédiateur IL-| est facile a cibler.

Je vous ai présenté des exemples montrant
que les lissus stressés aclivent une réponse
inflammatloire faible.

Toutefois ces lissus stressés ontune réponse
immunilaire exacerbée en présence d'une
infeclion, ou d’aulres slimuli au niveau de
limmunité innée (Toll receplors).

Je vous remercie de volre altenlion el je
répondrai avec plaisir 3 vos queslions.
[Applaudissements).

M. Claude DELCAYRE.- Parmi les nombreuses
questions que j'aurai 8 vous poser, il Yy 8
celle de la température.

Nous vivons, ou pluldt survivons apres tous
les dangers que vous nous décrivez, avec
une température corporelle de 37 degrés. Si
notre température était @ 15 ou 45 degrés,
NouUs ne serions pas bien du tout Il

Ma questlion suile @ volre exposé el a celui
de Jules Hoffmann est Ia suivante : Des
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meécanismes comparables fonctionnent tres
bien chez Ia mouche qui n'est pas régulée,
alors que nous, nous sommes lies 8 une
gamme exirémement étroite de température.
Dans linflammation, il y @ production de
chaleur. Si vous prenez les cellules, les isolez,
les chauffez @ 42 degrés, des protéines de
slress apparaissent el bloquent loute Ia
synthese. Il ne reste plus qu’elles. On dit que
c'est bénéfique.

La chaleur liee 3 l'inflammation est-elle ulile
ou maléfique ?

Pr Fabio MARTINON.- C'est une tres bonne
question. L'sugmentalion de |a température
dans la cellule elle-méme a8 plusieurs
implications. Il y 8 déja une mobilisalion
des énergies car pour un seul degré
de changement de température, nolre
meélabolisme modifie 'ulilisation d’énergie de
pres de 10 %. Il y @ vraiment un impact au
niveau de la cellule. Celle-ci va ralentir tous
les mécanismes de lraduction qui demandent
de l'énergie. Ces réponses de slress se
fraduisent souvent par une diminulion de la
quantité de protéines produites.

Mais comme vous I'avez précise, nombre de
facteurs benéficient de ce ralentissement de
linflammation ef vont élre exprimes de facon
plus importante, des facteurs de transcription
comme ATF4.

Dans Ia réponse inflammaloire, nous avons
plutét l'impression qu’ex vivo, cela ralentirait
un peu linflammation. Javoue que nous
ne I'avons pas observé dans le détail. Ce
n'est pas une question 3 laquelle je pourrai
repondre de facon claire.
cellulaire, observons

Au niveau nous

38- Colloque « L'inflammation silencieuse - uendredi 12 décembre 2014

plutét un shuldown de la haduction des
protéines. Du point de vue d’ARN messager,
on peul deétecter 'sugmentalion de certains
meédiateurs inflammaloires qui résultent d'une
limitation de la capacitlé de produire de
nouvelles protéines.

Dans Iles maladies aulo-inflammatoires
que j'ai menlionnées, je vous ai moniré
préecédemment un palient Mickle Wells. Avec
la méme mutlalion, vous pouvez avoir des
familles qui ont ce que I'on appelait a 'époque
les familial cold urficaria. Chez ces palients,
linflammalion est médiée par le changement
de température. Mais une adaplation se fait.
Typiquement, vous prenez le palienl, en
linstallant en chambre froide, vous pouvez
déclencher Ia réponse inflammatoire.

Nous ne savons pas pourquoi, un skress
addilionnel conlkibue probablement 3
l'sugmentalion de [inflammation ou agit
comme déclencheur.

Vous prenez les cellules de ces palients
indépendamment de la température, vous
les meltez en cullure, leur inflammasome
est constitulivement aclif. Vous pouvez le
prendre 3 n'importe quel moment, n'importe
quel jour, vous avez beau modifier les
tempéraltures, rien ne change. C'estla réponse
physiologique qui est différente.

M. Michel VAN DER REST- Vous avez
donné l'exemple de la goutte. Dans volre
présentalion, vous avez surtout parlé d'un
mécanisme cellulaire direct entre les cristaux
d’'acide urique el Ia réponse inflammaloire.

Du fait que vous éles dans un lissu qui
est relativement peu cellulaire, le carlilage,
les effets mécaniques de démolition de Ia
malrice peuvent libérer notamment I'acide



hyaluronique et Jules Hoffmann suggérait
qu'il pourrait y avoir une aclivation de la
voie Toll par ce type de molécule, peut-etre
existe-I-il une voie parallele 3 celle que vous
decrivez.

Pr Fabio MARTINON.- Dans |a situalion réelle
du malade, des éludes ont montré que des
Toll réceplors (TLR-2) jouaient aussi un rdle.

Il y @ une sorte de communication des Tol/
receplor et de l'inflammasome. L'inflammasome
seul n'est pas suffisant. Pour qu’il puisse
fonclionner, il faul qu'un peu de Toll receptor
soil aclivé pour que I'lL-1 ou le NALP3 soit
exprimeé el présent dans |a cellule. Un premier
signal de base est quand méme nécessaire.

Le deuxieme signal est le cristal. Mais celui
Ci n'aclive pas directement les Toll recepfors.
Les cristaux d’'acide urique, méme chez les
palients qui en ont une accumulalion, ils ne
déclenchent pas une fes forte aclivité car ils
sont lrop gros el les cellules n'arivent pas @
les détecler. En laboraloire, on sail que les
cristaux plus grands que Ia cellule qui fait 10
pm sont fres peu aclifs. Il faul que les cristaux
soient pelits. || n'existe pas d'expérience
I'syant demontré de fagon scienlifique, mais
nous avons le sentiment qu'il y @ peut-ékre
un effel mécanique. Il faul qu'une certaine
quantité de microcristaux puisse étre prise
par les macrophages pour déclencher un
episode de goulte chez les palients.

M. Jean-Louis NAHON.- Vous éles en hain
de nous dire que foul lype cellulaire serait
capable d'induire une réponse inflammatoire.

Le stress cellulaire induirail globalement le
méme type de réponse. N'y a--il pas aussi
des sous-classes en fonclion du shess ?

Pr Fabio MARTINON.- Toute cellule peut acliver
une réeponse inflammatoire, mais ne pas
forcément monter une réponse inflammatoire.
Le dommage dans n'importe quelle cellule
peut acliver une réponse inflammaloire
détectée par des cellules spécialisées.

Si I'on prend I'exemple de linflammasome,
son expression est plus restreinte, par
exemple, que celle des Toll receplors. Dans
certains cas, il faul I'induire, une régulalion
addilionnelle a lieu. Ce ne sont que des
cellules spécialisées qui peuvent répondre 8
ces inflammasomes. lls sont plutdt exprimés
dans lintestin. Il en est d'autres que l'on
refrouve dans les monocytes.

Le NALP3 est le plus étudié car il est présent
essentiellement dans les phagocytes.

Les cellules capables de monterlinflammation
sont lres restreintes.

Quant aux cellules stressées, il faudra
sans doute en débaltre dans une dizaine
d'années, mais il y 8 des évidences chez
C. elegans el chez |a souris que le stress
est communicalif. Un article paruy, il y @ deux
ans @ montré que les fumeurs, qui sont des
cellules res shressées car siltuées dans un
environnement haostile, svec peu d’'oxygene,
peu de nulriment ; ces cellules fumorales
communiquent le stress aux macrophages.
Cela contribuersit 8 certains aspects
inflammatoires.

Le shress est présent dans les différentes
cellules. On ne comprend pas bien s'il peut
élre transmis, mais le rdle inflammatoire du
stress est spécifique 3 certaines cellules.
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Dr Jean-Pierre DECOR

Toutes les cellules peuvent élre stressees,
seules quelques-unes peuvent développer
une reponse inflammaltoire, mais comme
le slress peul élre communiqué entre les
cellules, le shess doit finir par créer une
reponse inflammatloire...

Je vous remercie pour celte présentation.
[Applaudissements)
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Le microbioste lissulaire : paradigme silencieux
de l'inflammalion metabolique

Pr Rémy BURCELIN
Direcleur de Recherche Inserm,
Hopital Rangueuil Toulouse

Joppelle Rémy BURCELIN, directeur de
recherche a l'inslitut de médecine moléculaire
de Rangueuil 8 Toulouse, centre de répulalion
mondiale sur le diabete.

Apres sa these, il a3 fréquenté plusieurs
laboratoires : I'institut Monod a Paris, le college
de médecine Albert Einstein @ New York et
l'inslitut de pharmacologie de Lausanne.

Il est actuellement professeur 3 l'université
de Paul Sabalier de Toulouse el fondateur
de plusieurs sociétés de biotechnologie
qui développent des lrsitements pour les
maladies métaboliques.

Rémy BURCELIN el son équipe s'intéressent
3uX mecanismes moléculaires qui contrélent
la glycémie. I 3 démontré d’'une maniere
tres originale que le diabete serait lié 3 une
réaclion inflammatoire provoquée par un
changement de flore bactérienne intestinale
caractérislique.

Le titre de son exposeé est :

«Le microbiofe lissulaire paradigme
silencieux de l'inflammalion mélaboligue».

Pr Rémy BURCELIN.- Je remercie les membres
des fondations qui me font'immense honneur
de m'inviter et de vous présenter quelques
fravaux que nous considérons comme assez
originaux. lls sont le fruit d’'un intense labeur
réalisé au cours de celte derniere décennie.

Une dizaine d'années a permis de générer
un nouveau concepl. Nous parlions
dinflammalion silencieuse, nous allons
egalement parler du monde silencieux qui
nous habile, silencieux mais pas moins
important et aclif, que I'on appelle Ia flore ou
microbiote intestinal.

Ce microbiote inteslinal est relie @ une
observalion relalivement claire et simple dont
vous avez tous entendu parler : I'évolulion
pandémique des maladies mélaboliques
diabele el obésite.

A l'échelle des temps, I'sugmentalion des
cas de diabele de type 2 dans le monde
est extréemement rapide avec de maniere tres
concomilante le développement de I'obésité.

Jusqu's présent, pour les maladies
mélaboliques associées @ une composante
nukitionnelle  ou génélique, on pouvait
definir une équalion capable d’expliquer leur
incidence el leur développement dans la
population.
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Or, il est difficile d’expliquer comment l'on
passe de 20 8 30 puis 40 millions en
quelques décennies avec simplement des
facteurs généliques ou méme nutrtionnels.

Il s’agit d’'une véritable épidémie. Toutefois
qui dit épidemie sous-entend infeclion.

Vous connaissez aulour de vous des gens
qui mangent beaucoup el qui ne sont ni
diabeliques ni obeses el inversement, des
gens qui mangent peu el qui le deviennent.

Celte inégalité ne peul pas avoir comme

vasodilatation el lincidence des maladies
cardiovasculaires el mélaboliques qui Ia
plupart du temps, vont de pair.

Ainsi des facteurs bactériens pourraient
étre des agents expliquant cette évolulion
pandémique el épidémique puisqu’il
s'agissail de facteurs «infeclieux» el ils
pourraient étre le primum movens de l'interface
cardio-mélabolique el épidémique.

C'est sur cette base que le concept de flore
intestinale est ne.

unique source la nutition ou quelques /Le nouveau paradigme des maladies

mulalions généliques poncluelles.

Ily 3 une dizaine d'années, mon collegue
le professeur Jacques Amar, cardiologue
avail observé quelque chose d'original
dans les maladies cardio-vasculaires
: certeins fragments bactériens étaient
associes @ la vasodilatation des
arferes. A cefte époque, je hravaillais
sur le rdle d'sgent vasodilatateur el le
diabete. L'idée nous est venue de faire
une association relativement logique
entre certains facteurs bactériens, Ia

métaboliques

Maladies
meétaboliques
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En parallele, d’autres laboratoires avaient eu
la méme idée el des Américains ont été plus
rapides que nous. Toulefois nous sommes
allés beaucoup plus loin dans I'analyse
comme je vais vous les démontrer.

Cette flore intestinale est silencieuse, mais
n'en est pas moins aclive. Elle se mel en place
3 la naissance. Au moment de Ia naissance,
il N'y @ aucune bactérie dans lintestin et sur
I3 peau.

Des les premieres heures, les premiers jours,
les premieres semaines de nolre vie, des
groupes bactériens commencent de coloniser
l'intestin.

C'est vrai pour I'étre humain. C'est aussi vrai
pour tout organisme qui deélient un intestin
ou une sorte de tube digeslif comme le ver
microscopique, C. elegans. Tout organisme qui
3 un inteslin se fail coloniser @ la naissance
par des bactéries. Dans le sud-ouest, 8
Toulouse, nos oisons naissent sans bactérie.
Tous les ceufs sont stériles, Ia colonisalion
intervient tres rapidement des I'éclosion. Il
se mel en place une sorte d’écosysteme qui
va régir un grand nombre de nos fonclions
el potentiellement un grand nombre de nos
pathologies.

Il faut menlionner que ces écosystemes
n'existent pas uniquement dans notlre
inteslin ; des groupes bactériens colonisent
egalement loutes les cellules épithéliales de
la peauy, Ia bouche, elc...

BEEER

ﬁ Diversité microbienne dans I'organisme \

Les couleurs correspondent @ des groupes
bactériens différents. La peau a des groupes
tres différents de l'inteslin.

Toutes ces écologies sont I3 en symbiose
parfaite el vonl conduire su maintien de
limmunité innée el également de l'immunité
adoplalive pour nous permeltre de vivie en
harmonie avec I'environnement.

Cela permet de démuystlifier le rdle des
bactéries. Il ne faul pas toujours les considérer
comme des agenis pathogenes loxiques.
Seul un lout pelit nombre sont réellement
pathogenes par rapport 3 toutes celles qui
existent.

En fait on doit considérer leur réle comme
exlrémement  bénéfique, pour notre
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développement el notre survie. C'est cela que
je vais essayer de vous expliquer.

Je vais réesumer une decennie de havaux
concernant le rdle des bactéries sur les
fonclions physiologiques.

En ce qui concerne le systeme digeslif : nous
mangeons, nos bactéries mangent ! |l est
méme intéressant de savoir Qui mange en
premier : les bactéries ou nos cellules du foie,
de la rate el du cerveau ? C'esl une question
qui demande une certaine réflexion.

Ce systeme bactérien est tres important, par
exemple, pour le développement du systeme
vasculasire 3 Ia naissance.

Pour un nouveau-né, si vous faites le rapport
enfre ce qu'il ingurgite avec son biberon et
son poids, vous seriez surpris de savoir que
si 'on mangeait 8 I'8ge adulte, par rapport 3
notlre poids, ne sersil-ce que la moitié de ce
que mange un bébé, on serait massivement
obese el je pense méme qu'on n'y arriverait
pas.

En revanche, lefficacité alimentasire d'un
bébé, a savoir Ia quanlité de nutriments qu'il
arive o absorber est relalivement faible, cela
parce que son systeme digeslif n'est pas
développe.

Les bacltéries @ la naissance sont des
facteurs essenliels qui vont permeltre le
développement vasculaire avec la caplure
des nulriments pour notre survie.

Il est possible d’avoir des animaux qui n'ont
pas bactérie, on les appelle axéniques,
ce sonl des souris de laborstoire. Elles
mangent 3 peu pres 5 8 |0 fois plus que
les mémes souris convenlionnelles qui ont
une flore commensale. C’est un peu comme
le nouveau-né, leur systeme vasculaire
d’absorplion des nuliments est extrémement
faible.

Il en va de méme pour le systeme immunitaire.
Le systeme immunitaire est rés immalure o
Ia naissance. || se développe pendant les
premieres semaines, entre 6 mois el 2 ans.
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Lors du passage o I'slimentalion solide, le
jeune enfant va alors nourrir ses bactéries
avec une nouvelle alimentation. Il va y avoir
un changement de celte écologie bactérienne
qui va conduire 3 de nouveaux meécanismes
physiologiques.

Souvent les enfants se plaignaient d'avoir
des coliques tous les jours 3 la méme heure.
Elles sont en relation avec le développement
du systeme nerveux intestinal.

Les terminaisons nerveuses se developpent
el englobent 'ensemble de lintestin. Elles
vont 3lors informer le systeme nerveux
central sur les modificalions de Ia nalure des
bacléries el notlre cervesu va s'éduquer de
cefte fagon en relalion svec ce que nous
sommes en lrain de manger.

Ceci pourrait corespondre 3 une sorte
d'éducation, de programmalion de nos
habitudes alimentaires. Si certains d’entre
vous, comme moi, adorent le chocolal, c’est
peul-étre parce que nos bactéries aiment le
chocolat...

Aujourd’hui, pour en revenir aux maladies
mélaboliques, une des queslions essentielles
est de savoir si finalement les sujels obeses
el diabétiques ont un microbiote différent.

On @8 viaiment pu répondre 3 celte
question essentlielle gréce a3 I'évolulion des
fechnologies.

Auparavanl, on n'était capable de faire
pousser en vue de leur idenlification qu'une
pelite proportion des bactéries intestinales.
30 %, sau maximum, des bacléries qui habitent
nofre intesltin sont cullivables. Ce sont,
uniquement celles que l'on relrouve dans
les selles car il est tres difficile de faire des

prélevements toutl le long du tube digestif...

L'svenement de |a technologie nous a permis
de découvrir Ia partie immergée de liceberg
el celte mullitude de bacléries.

Nous avons dans nolre infestin en moyenne
300 000 3 600 000 genes baclériens
différents alors que nos cellules de peau par
exemple conliennent entre 20 000 et 30
000 genes, il s'agit donc d’'un facteur 100!

Si I'on considere I'ensemble du microbiome
sur la planele, il @ été estimé entre 10 ef | |
millions de genes baclériens différents. On
eslime maintenant ne pas pouvoir augmenter
beaucoup plus ce nombre. La courbe de
découverte alteindrait un plateau.

Nous avons donc, en nous, un potentiel
géneélique extrémement diversifié dont nous
n'avons pu idenlifier qu'une infime partie.

Cela remel potenliellement en cause une
queslion philosophique qui est de savaoir :
Qui est 'héte de I'sutre ? Il y 3 en nous 8 peu
pres 10 fois plus de cellules bactériennes
que de cellule eucaryotes.

En termes d’évolulion, les bactéries sont
gpparues bien avant les organismes
pluricellulaires.

Nous sommes apparus bien plus tard. Somme
toute, les bactéries nous ont tolérées. Elles ont
toléré notre développement, car probablement
elles y voyaient un bénéfice : 'hébergement,
Ia proteclion contre les radialions extérieures,
mais également I'alimentalion.

Tres intuitivement, on peut bien imaginer que,
quand NoUs Nous nourrissons, peul-étre des
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messages qui proviennent de nos bactéries
nous forcent a le faire. Si on se nourrit trop, on
devient obese. Peut-élre que les bactéries qui
sont dans notre intestin finalement apprécient
de bien manger et nous poussent 3 le faire.
Quand on aime beaucoup le chocolal, ce
n'est peut-étre pas tout 3 fail notre faute...

Les obeses el les diabéliques onl-ils des
bacleries différentes des sujels sains ?

Grace aux lechniques de sequencage, on 8
pu les compter, identlifier leur carte génélique

el donner un nom 3 I'ensemble des bactéries
qui nous habitent.

Si on calcule un index de diversité (le nombre
de bactéries différentielles qui existent dans
nolre organisme), dans des populstions
fémoins, on @ un score de | 500 3 2 000
groupes différents.

Si 'on compare avec des sujels diabéliques,
cette diversité est bien inférieure ; elle se situe
enfre | 000 ef | 500, ce qui donne 30 % de
réeduction suivant les individus.

~

| piversité

Naimbed of OTUS

Noambes od veque neew

Ceci peul étre associé au fail que la plupart
des gens obeses el diabéliques onl une
nourriture beaucoup moins diversifiée.

Tradilionnellement, une nourriture variee est
recommandée : manger de loul en pelite
quanlité est bon pour Ia santé. On ne savait
pas pourquoi ; probablement, parce que
cela est bon pour notre microbiole el celui-
ci nous le rend bien. Une grande diversité
de bactéries, c'est beaucoup de genes
différents el ce grand nombre nous éduque
pour 'ensemble de nos fonctions, comme j'ai
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Mesure de la diversité du microbiote
(nombre d’espéces différentes)

. Diiorstﬁ |

M of OTUs

~

Diabétiques

commence a le délailler tout 8 I'heure.

La diminultion de la diversité du microbiote
est alors un trait phénoltypique des palients
obeses el diabéliques.

A l'échelle moléculaire, su laboratoire avec
nos collegues cliniciens on 3 éludié deux
populations : des témoins el des diabéliques.
On a3 réslisé une cartographie des genes
bactériens. Chaque pelit carré est un gene
bacterien.



Il se lrouve que nous avons pu bénéficier
d'appendices saines. Pour des raisons
professionnelles : les sous-mariniers doivent
avoir une appendicectomie, méme sS’ils ne
sont pas malades de fagon @ ne pas avoir
'appendicite pendant une plongée ce qui
serail calastrophique.

Nous avons pu obtenir ces prélevements
extréemement rares. Nous avons sequence
les genes bactériens el nous les avons
regroupés d’'un point de vue bio-stalislique.

-

Témuoins

@ B |
1
Jh’

Le microbiote intestinal est
une signature métabolique:

Est il une cause?

Les genes B

On observe deux 1lots de groupes de genes
qui definissent une sorte de cartographie
meéla-génélique que l'on peul séparer en
deux. Des analyses slalisliques nous ont
permis d'idenlifier qu’'une série de palients
correspondait @ la partie gauche de ce
graphe el lous les aulres correspondaient o
Ia partie droite.

On @ pu séparer de maniere slalistique,
suivent les caractérisiques des genes
bactériens, les témoins el les disbéliques.

Vous me direz, pour savoir si quelqu'un est
obese, avec une balance on arrive @ le voir,
mais pour savoir si quelqu’un est diabélique,
ce n'est pas aussi évident. Délecter une

reduclion de I'aclion de l'insuline demande
une investigalion clinique bien plus poussée
el colleuse.

En termes de besoins cliniques, on 3 ici Ia
possibilité d'avoir un bio-marqueur, bien
mesurable dans l'inteslin.

Nous avons franchi une étape supplémentaire
qui nous permeltail d’identifier le phénotype
par le génotype baclérien.

Celte signature ne démontre pas de causalité.
Comment définir une cause ? Comment
démontrer que ces varialions de microbiote
sont bien une cause de |a maladie ?
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Le groupe de Gordon aux Etats-Unis a fait
une expeérience que l'on pu reproduire au
Iaboratoire.

A la naissance, il 3 mis des souris dans des
isolateurs, elles sont axéniques, elles n'ont
pas de bactérie. Il les 3 séparées en deux
groupes. Puis, il les 8 colonisées avec soit
le microbiote intestinal de souris minces soit
celui de souris obeses.

Pour obtenir un microbiote obese, cela est
simple ; il suffit d'alimenter une souris avec
un régime gras, elle va grossir, puis vous
récupérez son microbiote

Le résullat élait frappant: les souris colonisées
avec le microbiole obese grossissaient
beaucoup plus que celles colonisées avec
le microbiote mince.

ﬂ:olonisation de souris axéniques (sans bactéries)\

60

40 4
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=» une flore de souris obése ?

=

L

Microbiome et obésité=>» transférables

Turnbaugh, Gordon W

Il y @ deux informahons : d’'abord coloniser
une souris avec un microbiote Ia fait grossir.
Lorsqu'il n'y @ pas de microbe, |Ia souris est
tres maigre, méme si elle mange 5 @ |0 fois
plus. Ensuite, Ia coloniser avec un microbiote
obese |a fail grossir encore plus el induil de
surcroit un diabete chez celte souris.

Cela démontre que l'obésité el le diabete
peuvent élre considérés comme des maladies
« contagieuses », que I'on peut transférer.

Par rapport 8 la question iniliale : Quelle est

lorigine de celfte épidémie de diabele et
d’'obésité ?

48.- Colloque « L'inflammation silencieuse - uendredi 12 décembre 2014

On pouvail suggérer l'intervention d’'un agent
infeclieux, car 'obésité el le diabele semblent
etre transférables. Nous sommes loutefois
dans des condilions parliculieres avec des
souris axeniques. Cela ne signifie pas que,
chez 'hnomme, ce soit le cas. On peut en effel
cotoyer des palients disbéliques, sans le
devenir pour autant !

Le concept de maladie transférable permeltait
de répondre au questionnement relalif 3 celte
epidémie.

Maintenant, on va examiner d'un point de
vue mécanislique :



Comment les bacléries induisent-elles les
maladies mélaboliques ?

Sur une coupe de lissu adipeux on observe
les grosses cellules adipositaires de plusieurs

que des goultteleltes lipidiques.

Chez le palient obese el diabétique, ce
lissu adipeux est infillré par des cellules
immunitaires, macrophages, mais également

dizaines de microns, ce sont les plus grosses lymphocytes, cest-3-dire des cellules
cellules de I'organisme. On ne voil quasiment immunitaires innées et adaplatives.
/ Toutes les maladies métaboliques sont \
associées a une inflammation silencieuse
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Cette inflammation silencieuse de bas grade La premiere expérience simple de

(il ne s'agit pas d'une infection au sens
infectieux du terme, ni d'une inflammalion de
type cancer] est une infillration parfaitement
physiologique, mais qui est exacerbée, donc
probablement pathologique.

Dans les deux exposes précedents nous
avons noté lerdle surle systeme immunitaire et
dans linflammalion des lipopolysaccharides
[LPS] Or ils sont les composants des parois
des bactéries Gram-négalives

lls pourrsient donc conslituer la relation
moléculaire entre le développement de
l'obésité et du diabetle, celte inflammalion et
des agents bactériens potentiels.

physiologie a consisté en la mesure au cours
du cycle nycthémeéral, des varialions de la
concentration de ces LPS dans le sang de
souris

Méme lorsque les souris mangent quand
elles veulent, el de maniere relalivement
conlinue, 3 Ia fin de |a prise alimentaire, il y
3 une augmentalion de Ia concentration de
LPS dans leur sang. Celte concentration a
doublé. Lors du repos, pendant Ia sieste ou
la période de récupéralion, sans alimentalion,
on revient 3 Ia valeur de base.

'y @ donc un cycle nycthémeéral de Ia
concentration de ces LPS, fragments
bactériens. Tres intuitivement, on peut dire,
puisque les fregments de bactéries varient

Colloque « Linflammation silencieuse - uendredi 12 décembre 2014 - "|g



en fonclion de I'alimentalion dans nolre sang,
qu'ils correspondent 3@ une modification de Ia
concentralion des bactéries dans l'intestin.

Ceci est en accord avec le fail que nous
eliminons lous les jours des bactéries.

Par contre, chez les souris diabéliques, il n'y
3 plus de cycle nycthémeéral. La concentralion
en LPS reste stable toute |a journée 3 un
niveau élevé y compris pendantles périodes
dites de repos.

Dans le sang

LPs
EU/mi
12
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0 4 8

12

repos

16 20 24

Nycthémeére

Il y @ donc un tonus inflammaloire permanent.
Contrairement a ce que veutla nature qui cycle
Ia plupart de nos mécanismes moléculaires
el phusiologiques, il N'y 8 plus de varialion
de LPS associée au cycle nycthéméral.

Nous avons démontré que I'administralion
chronique de LPS dans des souris témaoins

Cani et al Diabetes 2007

induit une inflammatlion silencieuse. Pour cela
on 3@ simplement mimé cetlte augmentation
des LPS dans le sang en les perfusant
pendant un mois. On voil trés clairement
dans le lissu adipeux l'infiltration de cellules
immunitaires, également dans le foie et dans
cerfains organes, y compris le cerveau.

L'administration chronique de LPS a faibles concentrations
induit une inflammation silencieuse

témoins

Perfusion de LPS
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I y @ donc une peénélration de cellules
immunitaires comme dans le cas d’'un agent
bactérien. Jules Hoffmann a démontré que
les agents bactériens aclivent le systeme
immunitaire inné.

Il y @ aussi beaucoup de lymphocytes du
systeme immunitaire adaplif dans les dépols
adipeux el dans le foie de ces souris.

Pour expliquer comment ces mécanismes
pouvaient générer de l'obésité, on a incubé
des progéniteurs (cellules souches) du lissu
adipeux avec des concentralions croissantes
de LPS. Il se produil une saugmentation de Ia
prolifération de ces précurseurs qui se traduit
par 'sugmentalion des cellules d’adipocytes
et donc une augmenialion du nombre de
cellules el de leur taille par hyperplasie.

A noter que s'il nN'y @ pas de récepteur de
fype TRL4 sur ce groupe de cellule, il N'y @
pas de proliféralion.

Les fregments bactériens sont capables
d'induire la proliféralion des précurseurs
du lissu adipeux, ce qui conduira 3 plus
d’'adipocytes el plus de dépols adipeux, donc
o 'obésité et a posteriori réduira 1a fonclion
d'insuline el donc le diabete.

Apres seulement un mois de traitement, cela
suffisaitl pour induire diabete el obésité chez
Ia souris.

Quels aulres composés baclériens sont
présents dans I'organisme ?

En plus des LPS, on sest posé celte
question : y a-I-il d’'autres composés d'origine
bactérienne, présents dasns le sang, qui
pouvaient entrainer |le diabete el 'obésité ?

Nous avons mis au point une technique qui
nous permel de quanltifier tres précisément
la quantité d’ADN bactérien 3 lintérieur du
sang el dans les lissus. Il y en @ de grandes
quantités dans lintestin ; dans le sang, il est
en lres pelite quanlité (100 3 | 000 fois
moins que dans lintestin, peut-élre méme 10
000 fois moins) mais de maniere détectable.
Nous avons pu trouver également de 'ADN
bactérien dans les lissus, y compris dans le
lissu adipeux.

Des molécules bactériennes [(ADN, LPS..)
peuvent  alors rentrer dans l'organisme
el le coloniser de maniere parfaitlement
commensale en toute innocuité.

Nous avons fous dans nolre sang des
composeés bactériens qui ne nous rendent
pas malades a priofi.

Ces premieres eslimalions définissaient la
nolion de microbiole lissulaire, symbiotique,
commensal, parfaitement inoffensif pour
I'organisme.

En revanche |a pathologie pourrait élre
provoquée par I'sugmentalion de ces
concentralions el [I'sbsence de cycle
nycthéméral ou bien par des varialions de
structure moléculaire des LPS

Pour examiner cela nous @avons fail
appel 8 des lechniques beaucoup plus
sophistiquées, réalisees par une entreprise
de biolechnologies avec QqQui nNous
collaborons. lIs ont pu comparer le nombre
de bacteries différenlielles entre l'intestin, les
selles el différents lissus (lissu adipeuk, foie,
cerveau...).

Nous pouvons les rassembler en deux
groupes.
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Nous sommes surpris de voir que le lissu
adipeux visceral avail une diversité tres
importante de bactéries qui correspondait
praliquement 3 celle retrouvée dans l'intestin.
Un deuxieme groupe lissulaire plus
homogene comprenait le foie, le cerveay,
le muscle, le cceur el d’autres lissus. Le taux
de diversité était non négligeable, mais bien
moindre.

Une analyse slatistique nous monire que
les microbioles des selles, de linteslin se
ressemblent , et sont égaslement assez
similaires 3 celui du lissu adipeux, comme si
les bactéries de l'inteslin pouvaient coloniser
le lissu adipeux.

C'élaittres surprenant alors que |a diversité sur
les aulres organes reste assez différentielle
d’'un organe 3 un aulre.

Ce sont simplement des fragments d’ADN
bactérien que nous avions identifiés.

Une vraie question est de savoir s’il y a des
bactéries vivantes. Pour répondre 3 celte
queslion une expérience lreés simple a été
réalisée : dans des condilions extrémement
stériles nous avons mesuré la quantité de
bactéries vivantes dans différents tissus de
souris, en les déposant sur des boites de
Pelri pour les faire pousser. Ainsi, seules
les bactéries vivantes pouvaient former des
colonies.

Nous avons comparé des souris diabéliques
o des souris lémoins. Nous retrouvons des
bacléries vivantes dans le lissu adipeux, mais
egalement dans le lissu sous-cutané el dans
le lissu adipeux abdominal qui semble étre
un lissu favorisant le dépot des bactéries.
La quanlite de bactéries elail fortlement
augmentée uniquement chez les souris
diabeliques, comme si ces dépdls adipeux
elsient capables d'abriter de maniere
relalivement inoffensive des bacléries
vivantes.

-
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Elles ne sont pas délites par le systeme
immunitaire  inné ou adaplalif. Cetlte
observalion nous a beaucoup perturbés. Je
dois dire que nous ne savons loujours pas
pourquoi elles ne sont pas détuites.

Une expérience ultérieure a élé conduite
chez 'homme. Nous avons récupéré du
lissu adipeux de palients sains, en surpoids
el obeses. Nous avons pu identifier Ia carte
géneélique des bactéries présentes dans
leurs ftissus.

Les bactéries du groupe de Ralslonia
s'accumulaient de maniere prépondérante
dans le lissu adipeux des palients obeses.
I y @ donc une sorte de signalure. Les
Ralstonia sont des bactéries @ Gram-négalif
qui conliennent des lipopolysaccharides
[LPS). Nous avons vu précédemment que
ces fragments bactériens sont capables
d’induire la prolifération de cellules souches
du lissu adipeux el donner naissance 8 des
adipocytes malures avec augmentalion de
lobésité.

evidence qu’en fonclion d’'une aslimentalion
désequilibrée et en combinaison avec un
fisque geéneélique, ce microbiote différent
(dusbiotique] est capable de générer des
composeés bactériens. Ceux-ci d'infiltrent les
lissus clés pour Ia régulalion de 'homéostasie
el aclivent les cellules immunitaires.

Ce processus de lranslocalion bactérienne
passe de lintestin vers les lissus. Nous
avons voulu savoir comment il élait régulé.
Pour cels, nous avons ulilisé un « espion »,
un Escherichia coli, isolé de linteslin d’'une
souris, marqueé avec un fluorochrome.

Avec cel Escherichia coli fluorescent, nous
avons gavé des souris émoins saines et
des souris diabétiques. Nous avons suivi
I'évolution de celte bactérie dans I'organisme.
Chez Ia souris lémoin, nous ne voyons rien.
Celte bactérie est parfaitement éliminée.
Chez Ia souris diabélique, il n'en est rien,
voici, étape par élape, I'évolulion de celte
bactérie fluorescente.

Celte experience
suggere que les
bacléries peuvent étre
causales en se logeant
dans le lissu adipeux.

Une questlion clé était
de savoir comment ces
bacléries peuvent entrer
dans nolre organisme
sans nous infecter ?

1: adhérence

Je Vais resumer
de fres nombreux
fravaux qui ont mis en

5 Migration des cellules
avec les bactéries

1. reconnalisance

Translocation bactérienne au travers de l'intestin et vers IQ

tissus: étape par étape

immunitaire

6: Bactéries dans les tssus

6: Phagocytes chargés
de bactéries périphériques

=¥ infection métabolique” 11111

/
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En rouge, vous avez des cellules immunitaires
qui tapissent naturellement lintestin. Dans
une premiere élape ces bactéries, au lieu
d'élre éliminées, restent collées a I'épithélium
inteslinal @ l'intérieur du mucus.

Les leucocyles en rouge qui sont des
macrophages voni aller capturer les
bactéries en vert qui s'spprochent de top
pres de I'épithélium inteslinal, car ce dernier
est parfaitement stérile. Les bactéries vont
élre idenlifieces par les récepteurs TLR,
phagocylées el tentées d'élre dégradées.
Dans certains cas cela se produit.

Dans d'aulre cas le phagocyte rentre dans Ia
pilosité inteslinale et commence son parcours
9 l'intérieur de l'organisme, il ne suit pas le
fube digestif.

L'ADN baclérien est coloré en violet. Nous
voyons tous les leucocytes qui rentrent dans
l'organisme jusqu'au lissu adipeux. Vous
retrouvez ce phagocyte qui a transporté une
bactérie vivante a l'intérieur du tissu. Chez Ia
souris, cela prend entre une el lrois heures.
C'est tres rapide, il va rester 3 peu pres 24
heures puis finit par élre éliminé. Il est toutefois
remplacé par un flux permanent de bactéries
qui passent de l'intestin vers 'organisme.

Il y 8 donc une translocalion bactérienne.

Chezla souris obese el disbélique, il existerait
un défaul de défense. Pourquoi ces bacléries
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ne sonl-elles pas déhuiles ?

La défense inteslinale, sans enher dans
le délail, est assurée par des groupes de
cellules immunitaires formés de lymphocytes,
de phagocytes. Ces cellules sont soit pro-
inflammatoires soit anli-inflammaloires. Celte
balance permet de maintenirune homéostasie
fonclionnelle de [lintestin qui Iui évite de
renftrer dans une réaclion inflammaloire trop
importante.

Nous nous sommes apercus qu’il y avait
un risque de dysfonclionnement de ces
lymphocytes. Pour cela nous nous sommes
intéressés @ un des groupes lymphocytaires
THI7

Ainsi, sur des souris qui n'avaient plus de
lymphocytes THI17 dans leur intestin, nous
avons réalisé une simple charge orale en
glucose pour voir si elles élaient capables
de contrdler correctement leur glycémie. Alors
leur glycémie, par rapport aux souris fémoins,
3 sugmenté de maniere demesurée. Cela
suggérail qu'il y aurait un défaul de défenses
infestinales  aulorisant le passage des
bactéries.

Cela @ eté corroboré par un grand nombre
d’'expériences qui meltent également en
evidence qu'un défsut dans le systeme TLR
et NLR est associé @ une lranslocalion. Un
defsut de reconnaissance bactérienne se
traduil par un passage accru de bacléries.



/ Perspectives pour réduire I'inflammation silencieuse \
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De facon @ demonter que ce defaut
lymphocytaire était vraiment la cause de
lhyperglycémie, nous @avons récupéreé
les lymphocytes inftestinaux d'une souris
diabélique pour les meltre dans une souris
parfaitement saine. Nous avons challengé
3 nouveau nolre souris ayant regu ces
lymphocytes defectueux svec du glucose.
Dans ces condilions, cette souris a développé
une hyperglycémie et un diabete assez
spontanément.

Nous avons élé capables de transférer le
diabete 3 une aulre souris uniquement par la
déficience du systeme immunitaire, impliqué
dans Ia reconnaissance bactérienne.

Par une cascade de réactions qui partent
du microbiote intestinal, qui peut traverser
lintestin par un défaul de vigilance intestinale,
des lymphocytes anormaux sont capables
d’induire le diabele par eux-mémes.

Voila en résumé nos travaux en physiologie :

Nous avons demontré que dans des

condilions parfsitement saines les bacléries
sont capables de pénélrer de maniere
quolidienne dans notlre organisme el d'aller
coloniser les lissus.

Au cours du diabetle, il y @ une anomalie
fonclionnelle. Ces cellules immunitsires,
qui ont pour fonction phuysiologique de
conkdler le flux massif de ces bactéries, sont
défectueuses. Cela aulorise une grande
ranslocalion de bacléries allant coloniser
nos organes. Les fragments bactériens
vont générer cette inflammalion silencieuse
meélabolique, acliver les cellules souches
enirainant une proliféralion de cellules
précurseurs du tissu adipeux. lls sécréterons
des cytokines qui bloqueront I'aclion de
linsuline, hormone essenlielle pour I3
régulation glycémique et pour Ia survie.

On 3 observé que les diabéliques onl, en
moyenne, une durée de vie plus courte d’'une
dizaine d'snnées que les personnes non
diabéliques.

Sur la base de ce paradigme Qqui est
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le microbiole lissulaire, la franslocalion
bactérienne et Ila défense immunitaire
intestinale, quels sont les déeveloppements
thérspeuliques que 'on peul envisager?

'inflammalion

Perspeclives pour réduire

silencieuse

Nous pourrons envisager de Iraiter le

microbiote :

- de maniere lres peu spécifique, en mangeant
un yaourt avec des probioliques, des fibres;

- de maniere exirémement spécifique par
I'antibiothérapie. A long terme, chez Ia
souris, on peut réduire |a prise de poids el
I'étal diabétique.

Nous pourions eégalement fraiter les
mécanismes immunitaires défeclueux chez
le diabélique. A parlir de nos connaissances
chez la souris, nous sommes en ain
d'essayer chez 'homme de redonner une
certaine imperméabilité dans lintestin contre

les bacteéries.

D'un point de vue pharmacologique,
3Qgir sur ces organes avec une molécule
thérspeulique.

Avec des biomarqueurs, mesurer dans le sang
des fragments bactériens qui sont associés a
tel ou tel défaut fonclionnel et suivant celui-ci
delerminer la bonne molécule.

Ce sont des perspeclives que nous espeérons
pouvoir mettre en place el qui feront I'objet
de développements pharmacologiques et
nulilionnels dans la prochaine décennie.

Ce travail est le résullat de loute une
equipe. Nous avons la chance d'avoir un
laboraloire avec des compétences multiples
: des physiologistes, des microbiologistes,
des speécialistes du systeme immunitaire,
des immunologistes el également des
mathémaliciens pour les modélisalions.

/F‘ﬁlce Cani Pascale Klapﬁ

Matteo Serino Céline Garret
Chantal Chabo Pascale Loubléres
lacques Amar . Andre Col

Lucile Garidou
Céline Pomie
Vincent Blasco

imancements: ANR, Inserm, Eurcpe FP?, Région, SFD, FFRD...

i - —
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Je vous remercie pour volre attenlion.
[Applaudissements)

Clsude DELCAYRE.- Nous nous sommes
intéressés au diasbele de type 2 chez la
souris dans le cadre de recherches liées
au diabete chez le palient cardisque. Nous
avons induit un disbele de lype 2 avec un
régime non sucré, ce qui n'est pas simple.

En général on oblient des résultals variables
que l'on dil dépendants de la souche de
souris. Lorsqu’on induit le diabele, est-ce
qu’'on peul modifier le microbiole ?

Pr Rémy BURCELIN.- Lorsque vous nourrissez
une souris avec un régime riche en graisse
en 'espace de 4 jours maximum, le microbiolte
change 3 80 % el cela est également vrai
pour I'étre humain. C'est exirémement rapide,
mais parfaitement réversible en une 8 deux
semaines. Mais apres un mois de régime
chez McDonald, il va vous falloir plusieurs
mois pour éliminer ces bactéries el revenir @
une écologie microbienne importante.

llyaunphénomene absolumentpassionnant.
Si vous prenez une ceniaine de souris el
vous les nourrissez dans la méme cage avec
le méme régime, elles n'auront pas toutes le
méme microbiote. Il sera différent de celui de
Ia cage témoin, mais chaque souris aura son
microbiote avec un certain pourcentage de
similitudes entre les souris. Puis vous pourrez
les regrouper par signalture microbienne.

L'snnée derniere nous avons publié une
etude sur ce sujel: en fonclion de Ia signature
microbiote inteslinale, nous pouvions calculer
une incidence du disbele. Nous pensons
que c'est un équilibre entre le microbiote
el le systeme immunitaire probablement

adaplif qui donne une certaine spécificité
o cefte écologie. Le couple microbiote/
systeme immunitaire adaplalif va définir
volre susceptibilité @ devenir diabélique par
rapport 8 un stress nutritionnel.

Vous pouvez tes bien le Iraiter par
anlibiothérapie, mais c'est non specifique.
En nourrissant votlre microbiole de fibres
ou du fer vous allez favoriser des sous-
groupes baclériens. Les bactéries ont une
grande affinité pour le fer. Sans bactérie, le
meélabolisme du fer serait insignifiant pour
I'étre humain. Il en va de méme pour le cuivre
el un grand nombre de mélaux ainsi que
des vitamines.

Maxime SCHWARTZ.- D'apres ce que javais
compris, le microbiole était déterminé tres
rapidement apres |a naissance et dépendait
en grande parlie de celui de |a mere el de
l'environnement immédiat. Ensuite, il restait
stable jusqu'a 65 ans.

Comment peul-on parler d'une épidémie de
diabele, élantdonné que la plus grande paitie
de notre vie en gardant son propre microbiotle,
on estinsensible a I'environnement. Comment
expliquez-vous cela ?

Pourrsil-on imaginer que le diabete des
personnes agées soit conseculif au fait que
leur microbiole soit beaucoup moins stable ?

Pr Rémy BURCELIN.- La premiere question fait
appel 3 |3 nolion de programmalion. On voit
des familles de personnes obeses, y compris
les enfants. Tres clairement, les enfanlts
ont récupéré pas uniquement le malériel
géneélique des parents, mais également leur
microbiote. Les enfants naissent avec une
colonie bactérienne extrémement proche de
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celle des parents.

Pour des jumeaux homozygotles, qui ont
exactement les mémes genes, il arrive que
'apparition du diabete de type 2 ou I'obésité
soil différente. Il se rouve que celui qui est
obese aura un microbiote plus proche de
celui de sa mere que de son frere, méme
si génétiquement ils sont parfaitement
idenliques. Il y a en effel une programmalion
3 la naissance, non génélique.

Ensuite la question élail de savoir si le
microbiote restail idenlique du jeune adulle
au vieillard, sachant que Ia puberté chez les
femmes induil une modificalion importante.
Pour le microbiote, il N'y @ pas d'dge, mais
simplement des maladies.

Vous pouvez avoir 90 ans, élre en parfaite
santé, el avoir un microbiote d’'un jeune de
20 ans. Vous pouvez, 3 linverse, avoir 60
ans el un microbiote d’'un patientde | 1 0 ans.
Il ne change pas, @ condition que vous ne le
slressiez pas. Si vous passez quinze jours
avec un régime désequilibré, il va changer
en quelques jours. Il reviendra ensuitle 8
ce qu'il était, car il @ été programmeé ainsi. |l
s'est calibré avec le systeme immunitaire 3 la
naissance el probablement avec celui de la
mere, via les anticorps qui sont transférés par
le Iail maternel.

Un équilibre 3 Ia naissance se mel en place.
On hérite de nolre mere, nos anticorps. Si
on désequilibre cels, il y 8 un risque el pas
uniquement de maladies méltaboliques. Au
cours des heures qui suivent un infarctus du
myocarde, on 3 pu montrer une augmentation
du microbiote dans le coeur.

Une sorte de programmalion se mel en place.
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Si ce sont de « bonnes » bactéries, 3 Ia
rigueur, cC’est moins grave. Si ce sont des «
mauvaises », vous aurez potentiellement un
remodelage cardiaque qui sera pathologique.
Chez le patient 8gé, il y @ un 8ge microbiote
el celui de la carte d'identité. En quelque
sorte, lant que volre microbiote est en bonne
sante, votre carte d’'identité ment !

M. Alain COLENO.-- J'ai cru comprendre que
dans le phénomene de I'obésité, vous aviez
deux élapes : une premiere étape qui est le
grossissement des cellules amnioliques et
une deuxieme élape qui est Ia mulliplicalion
des cellules adipocytaires.

Quand vous failes un traitement avec le
microbiote, qu’'oblenez-vous ? Une diminutlion
du nombre ou du volume ?

Pr Rémy BURCELIN.- Celte questlion est hes
pertinente. Car la prolifération des cellules
souches qui vont donner 3 posteriori
les adipocytes est un processus de
programmatlion 3 |3 naissance el pendant les
premieres années de |a vie. Une fois que le
nombre de cellules adipocylaires est acquis,
il ne changera pas. La seule chose qui va
changer, c’est leur Iaille : ils vont ou non se
remplir.

Le microbiote est capable de contbler Ia
différencialion, ce que I'on appelle Ia lipolyse
ou la lipogenese, le stockage des lipides.
Nous avons tous entendu parler de HDL,
LDL, de cholestérol. Ces particules lipidiques
qui sont dans le sang sont les riches en
composeés bactériens, notamment en LPS
dont jai parlé précédemment. Quand on
mange Qgras, ces particules lipidiques vont
porter les agents inflammatoires de type LPS
jusqu'au foie, au depot adipeux el vont élre
libérés. Ceux-ci peuvent élre lipolyliques,



c'esl-a8-dire acliver ou au contraire bloquer Ia
fonte les graisses.

On peul donc agir, soit sur le nombre de
I'adipocyte 3 Ia naissance, soit sur leur taille
o I'dge adulte.

M. Didier HALIMI- Vous analysez les
microbiotes de ces modeles induits de diabete.
Quen esk-il des microbiotes dans cerltains
modeles de diabele animaux chez Ia souris ou
le ral induits par la shreptozolocine ou d'aulres
modeles ? Relrouvez-vous des analogies sur
les microbiotes @ ce momenti-la ?

Pr Rémy BURCELIN.- Non. Chaque modele
animal a son lype de microbiote. Il y a des Irails
communs, mais si 'on prend un modele tres
différent comme celui que vous menlionnez,
la streptozolocine avec des mulations sur
le gene OB, DB, elc, les microbiotes sont
différents. Le traitement 8 un impact.

Tout traitement pharmacologique, quel quil
soit, un médicament contre les troubles du
rythme cardisque par exemple, entraine @
ferme une modification du microbiole parce
gue I'on modifie 'lhoméostasie de I'organisme
entier. Le fait de |a modifier, va avoir une
repercussion 6t ou tard sur le microbiote. La
difficullé est de savoir si C'est la cause de
complications.

Si lon pralique une mulation sur un
lymphocyte comme je I'si mentionné, slors
qu'au depart Ia souris allait res bien, il y
3ura en consequence une modification du
microbiote. Si I'on transfere ce microbiole @
une nouvelle souris axénique, on va assez
souvent voir apparaditre un phénotype
mélabolique.

Pour Ia streplozotocine qui consiste a détruire
les cellules qui sécretent de linsuline dans

'organisme, I'insuline en soi est un régulateur
essentiel de |a prise alimentaire, de I'équilibre
glycémique. Secondairement, vous changez
'homéostasie de l'organisme, mais aussi
'homéostasie de volre microbiote parce
qQue nous vivons en écologie, en symbiose
parfaile avec nos microbes. Si 'on modifie un
colé, I'sulre en subil aussi les conséquences.
Vous pouvez loujours vous altendre 3
une modificalion microbiote. La queslion
est de savoir si cela risque d'amplifier les
complicalions de ce qui élait généré au
départ. C'est en cours d’étude, mais c’'est une
queslion importante.

Dr Jean-Pierre DECOR-- Je vous remercie. Il est
I3h15 nous allons suspendre la séance

pour une reprise @ 14h30

[Applaudissements).
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Maladies inflammaloires chroniques :
comprehension el nouveaux traitements

Pr Pierre MIOSSEC

Professeur d'immunologie clinique, Université Lyon |

nous accueillons Pierre

Cel apres-midi,
MIOSSEC, professeur d'immunologie clinique
el de rhumalologie 3 I'Université Claude
Bernard. Il est également le spécialiste des
rhumatismes inflammaloires el des maladies

aulo-immunes au GCroupement Hospitalier
Edouard Herriol de Lyon.

Le professeurMiossec estrécipiendaire du prix
Carole Nachman qui est le prix international
le plus prestigieux en rhumalologie pour sa
déecouverte de l'interleukine | 7 et de son rdle
dans la réaclion inflammaloire et dans les
meécanismes de destruction caractéristiques
de la polyarthrite.

Au cours de vaolre carriere vous avez enseigneé
dans les Universités de Montpellier et de
Dallas.

Le litre de votre intervention est :
«Maladie inflammalfoire chronique
compréhension el nouveaux laitements.»

Pr Pierre MIOSSEC - Je vous remercie de celte
invitation et merci 3 tous d’étre resté apres la
stimulation des cellules intestinales dont on a
vu la contribulion dans l'inflammation.
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Je vais poursuivie sur le theme de
linflammalion en frailant des exemples réels
vécus, de ce que l'on appelle la médecine
translationnelle, c'est-a-dire comment 3
partir d'approches fondamentales, on peut
envisager un fraitement

En plus de toul ce qui a élé dit toutl a I'heure,
jintroduirai un élément nouveau : |a nolion
de chronicite.

Elle est conséculive 3 une inflammalion qui
n'est pas enlierement maitrisée. Ce contrble
elant déficitaire, il y apparition progressive
danomalies devenant chroniques. Elles
affectent ainsi des individus pendant
praliquement toute la durée de leur vie.

Il y 3 une différence majeure entre Ia réaclion
initiale que l'on peul qualifier d’'aigué el les
consequences ultérieures chroniques.

Je présenterai les connaissances acquises
pour le contréle de l'inflammalion, le r6le des
cytokines, les interactions cellulaires el le
ciblage thérapeulique avec ses avanltages
et inconvénients.

A partir d’'exemples, on mesurera les progres
reels réalisés dans |a compréhension des
maladies inflammaloires chroniques.

Si 'on reprend les termes employés fout a
'heure, Ia nolion de stress au sens large,
C'est a dire I'aclivalion, Ia slimulation, est facile
o comprendre 3 parlir d’'un agent infectieux.
Nous venons de voir aussi que l'infeclion et
Ia réaclion melabolique sont liées dans les
deux sens.



Linflammation, en regle générale, va toujours
associer deux composantes que I'on trouvera
sur le plan clinique : des manifestations

locales, visibles ou non, el des manifestations
plus diffuses, systémiques.

Role central de 1I’inflammation

Stress

Autoimmunite
< Auto Ac
Cellules pathogenes

Inflammation
Effets systémiques

Infection

Effets locaux

Metabolisme

Pendant Ilonglemps, on a3 parlée de
maladies aulo-immunes avec une difficulté
de compréhension de ces maladies.
Sans prétendre que les choses se sont
completement clarifiées, on 3 compris
que c'est par élape, progressivement, que
la reaclion inflammaloire au sein dun
organe ou d'un organisme va entrainer des
modifications.

Elles peuvent concerner, par exemple,
certaines protéines du foie qui semblaient
normales, elles vont devenir bizarres, puis
reconnues comme exterieures. Nous aurons
'apparilion de signes d'aulo-immunité que
lon peut réesumer de 2 fagons : soit les
lymphocytes B vont produire des aulo-
anlicorps pouvant devenir pathogenes, sail,
plus souvent, les cellules directement, en
parliculier les lymphocytes B, suront un role
pathogene. Celte inflammalion locale est
aussi systémique.

-
Chronicité
Mutations
Cancer

Par définition, le terme chronique implique
une durée qui va de quelques semaines @
des anneées, voire loute une vie. Au cours du
temps, cette pression réguliere, quolidienne de
l'inflammalion va entrainer des changements
locaux qui, elepe par élape, provoquent des
modificalions moléculaires. Alors les cellules
vonl devenir snormales aboulissant aux
maladies fumorales.

L'inflammation peul élre véritablement une
sitluation extremement polymorphique :

On peut prendre I'exemple de |a destruction
arliculaire. Linflammation de [I'articulation
en devenant chronique, va entrainer des
dégals fonclionnels par une destruction des
structures de I'arliculalion.

La sclérose en plaques est une sorte de
polyarthrite, se siluant au niveau cérébral.
La réaction locale va élre une réaclion
inflammaloire qui détruil, non pas l'os el le

Collogue « L'inflammation silencieuse - uendredi 12 décembre 2014 - 61



cartilage, mais ce qui fait Ia spécificité du
lissu nerveux : sa capacité @ conduire 'influx
electrique.

La destruction est relativement facile a intégrer.
On oublie souvent que tout doit étre une
question d'équilibre. Trop de destruclions, on
comprend que ce n'est pas bien. Mais d'une
certaine fagon, trop de construclions, frop
de réparalions, c'est presque pire, ce sont
les maladies fibrosantes. Par exemple, s'il y
3 lrop de réparations dans le poumon, il ne
peul plus fonctionner avec les conséquences
faciles a imaginer...

La régulation est une queslion d'équilibre :
il faul ce qu'il faut sau bon moment mais pas
frop.

Nous avons vu aussi ce malin 'inflammalion
melabolique avec des exemples mulliples
donl le diabete.

Dans les maladies inflammaloires chroniques
comme la polyarthrite ou Ia maladie lupique,
on considere en premier lieu les dégradations
dorganes : pour le lupus l|a destruction
des reins, el pour Ia polyarthrite celle des
arficulations avec une dégradalion de la
qualilé de vie associéee

Mais les maladies chroniques affectent aussi
la durée de vie. Uinflammalion chronique
fait perdre en moyenne |0 3 20 ans
d’espérance de vie. A titre d'exemple, dans
foute |a population de mes palients, une
seule g atteint 90 ans

Les exemples de lien entre inflammation et
cancer sont mulliples. Il @ été mentionné ce
malin les conséquences possibles d'une
infeclion par une bactérie dans I'enfance.
Dans un contexte génélique favorisant, celte
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infeclion précoce aura pour consequence la
gastrite, I'inflammalion, I'strophie, caractérisée
par des anomalies lissulaires el 20 ou 40
ans apres 'apparilion d’'un cancer gastrique.

Un autre exemple est [I'hépalite C : un
virus exlérieur peut entrainer des lésions
inflammatoires du foie pendant des mois, des
années el le risque évolulif est le carcinome
hépatique.

Apres ces données un peu geéneérales,
jaimerais inlroduire les effets locaux el
systémiques de molécules appelées Facleurs
solubles, regroupées sous le ferme générique
de cylokines. Les plus connues sont le TNF,
IL-1, I'IlL-6 qui ont déja été menlionnés ce
matlin.

Leur role est tres spécifique. Une cytokine va
agir seulement si elle est capable de se fixer
sur un récepteur lui-méme parliculier. Cette
specificité est dépendante de Ia cellule qui
exprime ou non ce récepleur fonclionnel.

On retrouve ici la parlie sigué mentionnée ce
malin. Mais il faul comprendre que cel élément
est transitoire quand la régulation est normale.
Quand on contrdle une infeclion avec ou
sans aide extérieure, on a8 une disparilion
des manifestalions. Si 'on se relrouve en
situalion chronique, I'expression clinique va
devenir différente. La douleur va persister
el, progressivement, les conséquences
seront Ia perte de fonction, éventuellement Ia
destruclion d’'une articulation, du cervesu, du
fube digesilif...

Au niveau systémique, cela ne sera plus Ia
fievre mais le mauvais élat général, Ia faligue,
la perte de poids.



Pour une réaclion inflammaloire normale, par
exemple, nous avons tous eu de la fievrie
lors d'une infeclion virale, méme si on 3 eu
impression de mourir, 3 jours apres, tout
disparu | Pourquoi et comment ?

Au deéparl, il y 3 I'spparition du shess au
sens large entrainant une aclivation de Ia
réaclion inflammaloire qui aura une cerlaine
durée explicable par le lemps de mise en

place de l'effet protecteur, I'effet bénéfique.
L'anli-fievre, I'snti-inflammalion apparail avec
un décalage.

Sil y 8 eu un phénomene de destruction,
il y aura un phénomene de réparation.
Finalementil s’est passé quelque chose, mais
il ne reste aucune frace. C'est la régulalion
normale de la réaclion inflammatoire.

Cinetique de la réaction inflammatoire normale

Pro-inflammatoire
Activateurs

o
=
=
=
E
]
=
=
¥
]
e
e

Que se passe-t-il chez un malade atteint de
maladie inflammaloire chronique ? Il est facile
de comprendre que, S'il Y @ une expression
clinique, c'est parce que la réaclion pro-
inflammaloire est prédominante el que I3
tentalive de I'organisme pour compenser est
insuffisante.

L'image n'est plus symétrique. Il reste un
certain degré d'inflammalion. Les malades
vous décrivent ainsi qu'ils ont des pousseées,
une fluctualion su cours du temps Qqui
correspond véritablement @ ces éléments.

De la méme fagon, une desluction sera
accentuée el une réparation sera déficitaire.

Destruction

Il y @ souvent une confusion sur les notions
de destruction et réparalion. Je prends
souvent un exemple trivial pour lillustrer :
regardez le plafond, imaginez qu’il manque
une ardoise sur le faoil, il se produitl une fuilte
; C'est I'éléement de deshruction. On répare
en remeltant I'srdoise. Mais si pendant 20
ans, la méme fuite persiste, ce n'est plus une
ardoise qu'il faudra changer, mais 'ensemble
de la loilure qui sera 8 refasirea cause du
déficit de réparartion.
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Cinétique de la réaction inflammatoire chronique

Pro-inflammatoire majoritaire

¥
3
i i
=

Le drame de |3 destruction est le déficit de
reparalion.

Inversement, dans les maladies fibrosantes,
il y @ rop de réparalions et pas assez de
destructions.

Prenons I'exemple de mon vécu quolidien, la
polyarthrite rhumatoide.

L'image serait similaire sion prenaitla sclérose
en plaque ou |a maladie de Crohn dans le
fube digeslif. La liste de ces maladies que
'on peut qualifier de relativement spécifiques
d'organes est longue.

entraine |3
majeur de

La polyarthrite chronique
destruclion par un défaut
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~. Destruction

dugmentee

reparalion. Elle détwit tres vite parce qu'il n'y
3 pas de réparalion suffisante.

Depuis 20 ans, on 8 pu élablir que celte
réaction inflammaloire déhuisait I'os el le
carlilege par des interaclions entre les
molécules solubles, les cytokines. Plus
parliculierement, je vous montrerai Ia
contribution du TNF (lumor necrosis factor
3lpha).

Celte réaclion inflammaloire est liée au fait que
cette membrane synoviale, c’'est simplement
des fibroblastes, une shucture qui fait une
poche avec le liquide synovial 3 lintérieur.
Pourquoi une réaclion inflammatoire slors
qu'il y a tres peu de cellules ?



?athogénie de la Polyarthrite Rhumatoide

T

Cellmles uanguimes en BHErsrion vers,
ey articuliations

 ellubes mesenchyImatenses en
reskleace dam oy articulations

Feacthon milsranatore Chromgue

rowhisction de oyt

Cela reste encore une succession de points
d’interrogation.

Iy @ un phénomene de migralion des
cellules autour des vaisseaux, celte réaclion
inflammaloire comporte fous les éléments
d'un systéeme immunitaire en siluation
ectopique en gardant toutefois la structure
d'un ganglion lymphatique.

Si le fregment d’'une lésion, obtenu par
chirurgie, est mis en cullure, il se produit une
proliféralion des cellules ; c'est I'effet pro-
tumoral de la réaclion inflammatoire. Il faut
bien intégrer que celte réaclion oblenue en
quelques jours au laboratoire, se produit
chez le palient apres des années.

Avec le lemps, la réaclion inflammaloire
exerce une pression constante sur le lissu de
soulien. Ce tissu qui élait normal au début
va devenir progressivement anormal, voire

rs nflammmatnines

lumoral.

Un deuxieme eléement est le rdle de facteurs
solubles, les cytokines.

Une cytokine comme le TNF se fixe sur un
réecepteur d'une cellule apte @ répondre et
on 3 un effet biologique. C'est I'exemple de
Ia fievre.

Pourquoi a--on d’'abord de la fievre suivie
de I'anti-fievre ? C'est parce que le systeme
est organisé pour libérer le récepteur
membranaire pro-fievre, pro-inflammaloire. Ce
recepteur, lorsqu'il est libéré, est un piege a
TNF et va le relirer de |a circulalion comme
une éponge en supprimant sa fonclion.

En résume, il se produit I'activalion pro-

inflammatoire, pro-fievre pour simplifier, suivie
du conlréle anli-fievre, anti-inflammataire.
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Modulation physiologique de ’action du TNFa

R p55 soluble

Y
Effets biologiques

Les cellules monocytaires, qui ont des
capacités de phagocylose, produisent
les cytokines. Le monocyte va produire
frop de TNF qui agire sur les cellules
mesenchymaleuses, entrainant, en cascade,
'expression dautres cytokines, comme
linterleukine 6 (IL-B6). Dans le méme temps,
ces cellules mésenchymateuses produiront,
des aclivitées enzymaliques conkibuant 3 Ia
destruction.

Voila simplifié ce qui se passe dans une
arliculalion ou dans le cerveau, le lube
digeslif, la peau, dans une longue liste
d'organes.

'y 8 dans celtte réaclion inflammaloire
une contribulion 3 2 niveaux. Le premier
systémique sera, par définilion, le Hhonc
commun. Ensuilte, nous Bsurons une
différencialion localement par organe.

Il y 3 une cascade de facteurs dont certains
classiques comme le TNF, puis d'autres,
plus réecemment découverts comme,
linterleukine 17 (IL-17). Ces facteurs vont
entrainer Ia sécrélion el I'hyperproduction
d'aulres facleurs comme linterleukine 6 et
les chimiokines, qui vont altirer des cellules
inflammatoires en renfor¢ant 'effel.

Cytokines et manifestations systémiques

TNF + IL

IL-&
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Les manifestations systémiques comportent
qualre organes cibles.

Le premier est le cerveauy, I'effel de Ia cytokine
sur 'hypothalamus précisément, provoque la
fievre, mais aussi la dépression associée aux
maladies inflammaloires créant une faligue
géneérale.

Le foie est'organe central dans les processus
de défense. Apte 8 synthéliser les protéines,
il va, sous l'effet de linflammalion el des
cytokines, produire des facteurs mesurables
en clinique : Ia vitlesse de sédimentalion, qui
est une modificalion des protéines, et un
marqueur peul-étre plus simple 3 intégrer,
parce qu'unique, qui est Ia C-reaclive protein
ou CRP. Cest I'élévalion de ces marqueurs
qui permel de détecter un syndrome, une
réaction inflammatloire.

Depuis peu de temps, on s'est rendu comple
que celte réaclion inflammaloire avait aussi
des effets vasculaires, comme linfarclus du
myocarde. Le laux de CRP dans la population
générale est directement corélé au risque
cardiovasculaire. Le malade cardiovasculaire
@ une maladie inflammaloire relalivement
silencieuse jusqu'au moment ou le tableau
clinique peut éventuellement étre fatal.

La moelle osseuse est le lieu de production
des cellules sples 8 faire les processus
de contrdle el de régulalion. Dans une
réaclion inflammatoire, vont circuler plus de
leucocytes, de polynucléaires neutrophiles,
de plaqueltes, au niveau de I|a moelle
osseuse.

Les maladies inflammaloires donnent
egalement des manifestalions musculaires.
Au quotidien, c’est une raideur différente
de la raideur malinale. Dans une maladie
chronique, on perd du poids parce qu’on
perd des muscles. lls sont ulilisés sous forme
d'acides aminés, qui repartent vers le foie
pour essayer de contrdler Ia situalion.

C'est Ia vision systémique qui est commune 8
loutes les maladies inflammaloires.

La réaction inflammaloire comporte Ia
migralion de cellules. Pour cels, il faul des
vaisseaux, des roules, pour les véhiculer.

Lorsquelle s'accélere, il faut  plus de
vaisseaux. Cest ce que lon appelle Ia
neovascularisation, réaction inflammaloire
hypervascularisée

Cytokines et manifestations locales

TNF + IL-1 + IL-17

/ 1\

PGEZ chimiokines

IL-6
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Dans |le méme temps, au nivesau de
'endothélium, il y 8 I'expression de molécules
de direction enirsinant I'sccumulation de
cellules autour des vaisseaux pour aller dans
le site synovial, fout comme il y a des cellules
faites pour aller dans le site cérébral. Ce sera
I'origine des manifestalions locales

La réaclion inflammatoire chronique impacte
le tissu local : ces interactions cellulaires
auront pour conséquence sur Ia malrice une
bi-régulation construction/réparation avec
une destruclion prépondérante.

Ce sont les éléments associés a |a phase
soluble que l'on est capable de conltrdler.
Nous avons vu que la réaclion inflammaloire
peul produire une longue liste de facteurs,
le TNF, IlL-6, I'lL-1 .. Ce sont les cytokines
relativement non spécifiques, produites par
des cellules dont c'est Ia réponse majeure
initiale.

Sous l'aspect local, il y 3 accumulation des
cellules. Cest Ia présence en abondance
de lymphocytes T el de Ilymphocules B
qui contribuent a8 la réaction inflammatoire.
Celte réaclion a un effet sur la prolifération
cellulaire, sur les changements moléculaires
qui font que les cellules mésenchymaleuses
deviennent pseudo tumorales au boul d’'un
certain nombre d'années.

En 1996, Frangois Fossiez, en testant un
nouveau facteur jusqu'ici sans aclivité, s'est
dit : «et si I'on ulilisaif les synoviocyles, les
fibroblastes de la membrane synoviale de
Polyarthrite Rhumatoide [PR) P».

Il 3 ainsi démontré I'induction de Ia produclion

d’IL-6 par les synoviocytes en réponse a I'lL-
| 7 produile par des fragments de synoviale
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de polyarthrite. La production d’interleukine
6 faisailt le lien avec IL-17 el inflammalion.
Cest ainsi qu'a été découvert le rdle de
linterleukine |7.

En 1999, il 3 produit le premier anlicorps
monoclonal bloquantIL -17.

L'IL-1, el le TNF testés sur des synoviocytes
enfrainaient une production considérable
d'interleukines 6. Suite 3 un essai
thérapeulique dans un fube, il @ été monltré,
de fagon surprenante, que les deux liers de
celte aclivité élaient inhibés par I'snti-IL | 7.
Ce résullat est somme toute modeste, sans
comparaison avec une cylokine plus
classique. La cytokine, seule, ne fail pas
grand-chose, mais associée elle a3 un effet
fonclionnel important.

L'expression prolongée de I'lL-17 dans une
articulation normale induil Ia deskruclion de
I'os el du carlilage

Ceci @ élé démontré chez Ia souris. Dans des
genoux normaux I'sdministration prolongée
de linterleukine 17 produit [I'sccumulation
de cellules inflammaloires, puis des frous
dans I'os avec I'érosion el Ia destruction du
carlilage.

cellules
cellules

Celte cytokine agit sur les
meésenchymaleuses, les
fibroblastiques, les cellules synoviales,
entrainant une réaclion inflammaloire.
On retrouve l'e-6, lML-8 qui est Ia
chémokine impliquée dans la migralion des
polynucléaires neutrophiles.

Le lien est établi entre interleukine 17 et
pathologie @ polynucléaires neutrophiles.



Ce facteur est capable de rendre [IL-1,
TNF, IL-6 plus inflammaloires qu'elles ne le

seraient étant seules.

‘expression prolongée de I'IL-17 dans une articulation

A Tlintérieur de I'articulation on observe un
effel systémique sur I'endothélium. C'est un
résultat expérimental qui s’explique par la
nolion de balance entre pro-inflammaloire et
anli-inflammatlaire.

La thrombose résulte d’'un déséquilibre entre
les facteurs pro-thrombaotliques el les facteurs
inhibiteurs de la thrombose. La survie sur
le plan cardio-vasculaire c'est l'equilibre
permanent entre pro-thrombose el anli-
thrombose.

Lorsqu’on expose des cellules endothéliales
aux cylokines de linflammalion, il y @ une
induclion massive du facteur central de Ia
coagulation, donc un effet de pro-coagulation
et d'agrégalion plaqueltaire, deux éléments
neéfastes. De plus, I'effet anti-thrombotique est
inhibé ce qui conduil @ I'sggravalion de la
thrombose.

Le traitement classique du risque cardio-
vasculaire est celui des statines. On dit
que C'est parce que I'on mange trop quil
faut prendre des slatines. En effel, cela
fonclionne parce qu’elles bloquent I'effel de
linflammalion. Les statines ont un effet anti-

inflammaloire. Si vous meltez ['anti-statine,
vous inhibez I'effet protecteur.
Les slatines inhibent les effels pro
thrombotiques de I'lL-17 el du TNF par un
effel spécifique de FTHMG-COA

Ce malin, il 3 été fait menlion des lymphocytes
capables de produire de I'lL-17 , appelés les
lymphocytes THI7. Il s'agit d'une nouvelle
population de lymphocytes effecteurs

Je vais maintenant revenir sur |13 classification
des lumphocytes T. lls sont essentiels pour Ia
survie : pas de lumphocytes T, pas de survie
possible dans un environnement habituel.

Ces lymphocytes Th (T helpen ont été classés
par groupes en fonclion de leurs capacités a
sécréter des cytokines distinctes en fonclion
de la nalure des pathogenes. lls orientent
vers des voies de contrdle spécifiques

Pour les germes, les bactéries a situation
infracellulaire dont le meilleur exemple est
Ia tuberculose. C'est |Ia voie THI : |a cellule
centrale est le macrophage avec 3 lintérieur
I'agentdela tuberculose, Ia cytokine associée
est l'interféron gamma.
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Pour les infeclions parasitaires comme
les pathogenes muqueux le contrdle est
assuré par la voie TH 2. La cellule n'est
plus le macrophage ou le monocyle mais le
granulocyte éosinophile. La cytokine n’est
plus linterféron, mais l'interleukine-4.

Pendant plus de 10 ans on n'arrivail pas
o comprendre le mécanisme des infections
bactériennes exlracellulaires. Ensuite on a8
découvertla voie TH | 7 quisécrete nolamment
IL-17 . Celui-ci est lres important dans les
defenses contre des infeclions bactériennes
o replicalions extracellulaires dont le grand
signe clinique caractéristique est I'élévalion
dellL-17 el les polynucléaires neutrophiles.
Associés 3 la produclion de linterleukine
| 7 ou des membres de la famille de I'lL-17
on retrouve également des cytokines deéja
mentionnées : IL-6, IL-1, TNF.

Linflammalion non spécifique provoquée
par un slress bactérien extracellulaire ou
fongique va donner cette réaclion THI7.

L'organisme doit sélectionner cefte voie et
non pas la voie TH2 qui serail parfaite pour
une infeclion locale d’'un parasite.

En fail, ces voies sont I'objel d'une grosse
inhibilion de maniere @ avoir la réaclion
adaptée 3 la situalion. Il ne faul pas se
fromper de voie au moment crilique.

Ces Iymphocytes spécifigues sont des
effecteurs, cela veul dire qu'ils ont un effel,
visible posilif face @ un stress.

Face 3 cel effel, il faul un phénomene de
réegulalion. Ainsi est apparue en parallele
la nolion de lumphocutes dits régulateurs,
appelées auparavant suppresseurs. lls
ont la proprieté dinhiber les lymphocytes
effecteurs. A coté des situalions qui vont élre
pro-inflammatoires, pro-suto-immunité, pro-
destruclion, pro-défaul de réparation. Les
lymphocytes régulateurs en situalion normale
devraient permeltre un retour a I'équilibre.

Cest la balance enire les Ilymphocytes
effecteurs et régulateurs.

Interactions locales entre lymphocytes T
pathogéniques et cellules mésenchymateuses

Sites d’interactions between lymphocytes T pathogéniques et cellules

mesenc h}'! nateuses
Moelle osseuse MS(
Ganglions

Sites inflamatoires

Synoviale: synoviocytes

Peau: fibroblastes

Psoriasis
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En situalion  physiologique normale,
les conlacts entre les lymphocytes
T pathogéniques el les cellules

meésenchymaleuse ont lieu dans |a moelle
osseuse el dans les ganglions pour
le fonclionnement normal du systeme
immunitaire. Mais de fagcon ectopique,
ces contacls peuvent avoir lieu ailleurs,
par exemple dans |a peau qui donnera le
fibroblaste de |a peau.

Ainsi des lymphocytes vont migrer par les
vaisseaux el vont interagir avec les cellules
en place, les cellules de soutien, les cellules
fibroblastiques.

Il se produit une inflammalion de |a peau que
I'on appelle le psoriasis. Il y aura des zones
non aslteintes el des zones alteintes.

Si vous praliquez une biopsie dans chacune
des zones, en meltant simultanément les

freagments en culture; au boul de quelques
semaines, il y @ beaucoup plus de cellules 8
parlir des zones alteintes.

Apres des années de stimulalions, les
fibroblastes de |a peau sont devenus
anormaux, difficiles @ contrdler. On est
progressivement passé d'une réaclion qui
peut élre vécue comme fransitoire 3 une
accumulation d'anomalies qui font que les
cellules oublient de mourir. Elles deviennent,
elape par étape, des cellules anormales.

Sil'on reprend les fibroblastes non lésionnels
el lésionnels el qu'on les met en contact
avec des cellules qui circulent, Ia réaclion
inflammatloire, mesurée par Ia production d’IL-
B, sera différente. L'sugmentation d'IL-17 est
considérable dans les cellules anormales.
Dans ce contexte, Ia cellule est devenue
capable de produire de I'lL-17.

Le contact entre les fibroblastes de la peau et les lymphocytes du

sang augmente considérablement la production d” IL-6 et d’1L-17

-’
E
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¥
=

Ditférence entre les cellules lésionnelles et non-lésionnelles pour la productiond’ [L-6

Ciblage thérapeutique el résullals

Jarive maintenant 3 |a parlie pleine d’espoaoir.
Comment ces observalions, au cours des
anneées, issues de multiples Iaboratoires, ont

permis un progres thérapeutique.
Considérons le TNF, nous avons vu qu'il existe

un anl-TNF naturel qui est son récepleur
soluble. Il est devenu au cours du femps un
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medicament, ENBREL. Il s'agil d’spporter en
quantité suffisante ce que I'organisme n’est
pas capable de produire. On augmente I'effet
anli-inflammatoire en restaurant I'équilibre
elspe par étape.

Deux grands inhibiteurs du TNF sont des
anlicorps monoclonaux. Cela fail un complexe
fellement volumineux qu’il n'est plus capable
de se fixer sur le récepteur créant un effet
inhibiteur. Ces deux anlicorps sont le
REMICADE et 'HUMIRA. lIs représentent un
marché considérable.

Pour l'L-6, il y 8 sur le marché un anlicorps
anli-récepteur qui bloque linteraction ligand
el récepteur.

Je vais vous montrer comment un anticorps
monoclonal anli-TNF devient un médicament.

En 1990 et 2000, on a séleclionné un groupe
de malades avec polyarthrite rhumatoide.
On leur donné le traitlement standard :
une molécule chimique de synthese, le
METHOTREXATE. 20 % de ces malades vont

alteindre une amélioration de 20 %. C'est Ia
base de dépait.

En parallele, on @ donné a d'sulres malades,
sans qu’ils soient au courant du traitement
qu'ils allaient recevoir, le METHOTREXATE plus
I'anticorps anti-TNF @ deux doses différentes.

Le pourcentage des palients améliorés est
passé de 20 8 60 %. Cest Ia vision tres
posilive. C'est sur Ia base de ces résullats
que ce medicament 8 été enreqistré pour
fraitement de la polyarthrite rhumatoide, en
associalion au METHOTREXATE ef 3 Ia dose
de 3 mg par kilo.

L'sspect négalif est qu'il reste 40 % de
malades que l'on va décrire comme non
repondeurs.

Pour les palients répondant positivement,
le marqueur CRP a3 déjs diminué avec le
METHOTREXATE, il afteint un niveau normal
en bloquant en plus le TNF. C'est un progres
thérspeulique.

Remicade associ¢ au methotrexate au cours de la
polyarthrite rhumatoide : I'étude ATTRACT

ACR 20 response at 30 weeks

=
=
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MTX slome @ + Remicad e ) mghg + Romi

Maini et al. Lancet, 1999, 354, 1932-1938, Lipsky PE et al. N. Engl
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Lavie estfaile d’'avantages et d'inconvénients.
Je viens de vous parler des avaniages.

Linconvénient est que des molécules,
comme le TNF el les cytokines, contribuent
un effel de protection. Si on Ia relire, le risque
d'infeclion en parliculier peut élre augmenté.

Pour illustrer cela considérons Ia voie TH | qui
contréle les germes en situalion intracellulaire
comme le bacille de Koch de la luberculose.
La cytokine centrale est l'interféron gamma.
Toutes ces maladies inflammatoires
s'accompagnent d’'un déficit de limmunité
cellulsire, d'un défsut de fonclion de
produclion de linterféron gamma. C'est pour
cefte raison que des malades 3 I'hopital
prennent plus dinfections. Les malades
alteints d’'une maladie inflammatloire ont en
effel un déficit de I'immunite.

Ce n'est pas bien d’'avoir lrop d’interactions
cellulaires, car cela donne linflammalion el,
au final, Ia destruction. En bloquant celte
inferaction, en inhibant le TNF, I'objeclif est
d’éliminer ces interaclions cellulaires. On va
mieux, car il y @ moins de ces interaclions
cellulaires, moins d’inflammation el au final,
on contréle Ia destruclion ; c’'est le point positif

Si, par malchance, le méme palient a par
ailleurs un granulome, l'interacltion entre les
cellules, crée un « mur » autour du bacille de
Ia tuberculose. Or beaucoup d’individus ont
efté en contact sans le savoir avec le bacille
Ia luberculose el ils sont porteurs latents de
Ia maladie. Le bacille est a l'intérieur d'une «
prison » avec ce granulome.

Sa deslruclion est finalement 'ouverture des
portes dela prison. Le bacille de la luberculose
sort brutalement, se répand entrainant une

fuberculose d’'une gravitlé considérable. Ce
sont des réaclivalions, celte personne était en
cohésion avec son environnement contrélé
par ce granulome, brutalement rompue par
le lraitemenit...

Apres le TNF, el 'lL 6, |e ciblage thérapeulique
de IllL-17 progresse : les molécules de
Novartis el Lilly bloquent le ligand du
recepleur, la molécule d’ABgene cible le
recepleur.

Hier, javais une réunion 8 Londres sur le
psoriasis. Sur cette maladie, les résultats sont
exceplionnels. Sur Ia base de ces résullals,
ces molécules vont certainement devenir
des medicaments.

Le psoriasis cutané peut aussis'accompagner
d'une manifestation articulaire : le rhumatisme
psoriasique.

Sur une aulre maladie, la spondylarthrite,
l'inhibilion de I'lL-17 monire des resultats
intéressants.

Les résultats sont irréguliers dans la
polyarthrite rhumatoide, ou on voit de hes
bons répondeurs et des non-répondeurs.
Il est nécessaire de mieux sélectionner les
malades.

La sclérose en plaques est complexe
o contdler, car l'scces intracérébral des
molécules est plus compliqué du fail de la
bariere hémalto-méningée. On a observe,
au débutl de I'ere des anli-TNF, chez certains
malades, que l'ulilisation de ces produils non
seulement n'spportait pas de bénéfice, mais
provoquail quelquefois une aggravalion.
Les ciblages des culokines avaient donc
elé exclus. Des essais thérapeuliques ont
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néanmoins été tentés avec ces nouvelles
molécules dans celte maladie. Les résultats
sont encore trop précoces pour les qualifier
de spectaculaires. lls sont @ considérer
comme intéressants.

La maladie inflammatoire du lube digestif
est la maladie de Crohn. Elle est trailée déjo
par les inhibiteurs du TNF. Les anli-IL-17
ont été experimentés, non seulement, il N'y
@ pas eu d'effel, mais ils ont provoqué une
accentualion des lésions.

Les molécules comme I'lL- | 7 sontimpliquées
dans la survie iniliale. Leur inhibition 3
certains endroits ou moments, peul avoir des
conséquences néfastes.

Parmi les dix médicaments les plus vendus,
l'année derniere. Six produits sont des
anticorps monoclonaux. Les anli-TNF sont
les trois premiers. lls réalisent des chiffres
d'sffaires de plusieurs milliards de dollars. Au
total trente milliards de dollars sont dépensés
pour l'inhibition du TNF. Le coll d'un malade,
en moyenne, est autour de 10 000 €.

Ces produits sont américains. Un seul est
de la société suisse Roche, il s'agit d’'un
produil biotechnologique qui ne cible pas
les cytokines.

Nous avons une réelle difficulté a transformer
nos découvertes en application praltique.
Ceci a les conséquences économiques que
Vvous pouvez chiffrer.

The 10 best-selling drugs of 2013

Hank in 3013 Product Company

Himmirs AbbVie

Plirer Amgen

Johsson &

Remieate Jobsson Merck

Serethde Ady air ClaveSmithKiine

Lantus Saneh
Kitwyan Rochr

Avastm Roche
Herceptin Rodhé
Crestor AstraZencen

Alvibity (rsuka Holdmgs

Jai parlé de réaclion inflammatoire. Cest
parce qu'on est capable d’'avoir une réaclion
inflammaloire que nous pouvons survivre.

Le point central est que celte réaclion doit étre
adaptée en termes de quantité, de qualité, au

bon moment ni trop t6t ni trop tard.

Cest donc ce défaut de regulalion qui
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finalement au cours du lemps va faire
passer d'une situation équilibrée, controlée
(dégradalion, réparation, inflammation, anti-
inflammalion) 3 une situalion de déséquilibre.
On évolue alors elspe par élape vers la
chroniciteé.

Il est facile de comprendre que c’est au fout
debut de celte réaclion inflammatoire, que les



medicaments ciblant le systeme immunitaire
vont étre efficaces.

Celte réaclion induite par le systeme
immunitaire va entr@iner ensuite des
anomalies en parliculier sur le lissu de

soulien. A ce niveau, le traitement par les
moyens ciblant le systeme immunitaire vont
élre progressivement de moins en moins
efficaces, d'ou les répondeurs sont tres
nombreux précocement, et le sont moins
plus tardivement.

Maladies inflammatoires chroniques:

les points a retenir

Une réponse inflammatoire adaptée permet la survie

Un défaut de régulation entraine la chronicité

Le controle thérapeutique de la réaction immunitaire sera

plus efficace a un stade précoce

Ensuite 'effet sera réduit sur les anomalies secondaires a

I"inflammation

Un diagnostic et un traitement précoces de Minflammation
sont le moyen le plus efficace pour éviter la chronicité

Pour étre tres pratique, sur le plan clinique,
c'estvraiment ce qu'il faut retenir : il est loujours
dommage de voir des situalions chroniques
qui auraient pu élre traitées avec les moyens
dont on dispose plus précocement.

Je vous remeircie.
[Applaudissements)

Dr Jean-Pierre DECOR.- Merci pour cette
intervention, elle illustre parfaitement ce que
vousavezappelélamédecinetranslalionnelle
:le lien entre les approches fondamentales et
les possibilités thérapeutiques

Elle démonire @ nouveau que |a déteclion
precoce d'une inflammalion silencieuse est le
facteur clé de succes. Comment les délecter
plus précocement avant qu'elles aillent
s'élablir dans un organe sera certainement
un point abordé au cours de la discussion
générale

Pr Jules HOFFMANN.- J'avais vu 3 plusieurs
reprises au Japon le professeur KISHIMOTO
le découvreur de [lInterleukine-6 el vous
n'avez peu parlé anti -IL-6.

Pr Pierre MIOSSEC - Le Tocilizumab en termes
de chiffre d'affsires n'est pas encore, une
molécule parmi les dix premieres. Il est plein
d’espoir si C'est Ia question.

Le Professeur KISHIMOTO est 'exemple de Ia
translation, 3 savoir de quelqu’un qui a passé
sa vie sur I'lL-6, dirigeant la recherche el qui
3 pu faire dans son pays ce que certains
n'ont pas pu faire, @3 savoir de développer
fout cela avec une vision économique que
I'on qualifiera de redoutable.

Claude DELCAYRE.- Vous n'avez pas dit
pourquoi I'lL-17 ne fonctionne pas pour Ia
maladie de Crohn. Ce ne serail pas une
maladie inflammaloire semblable sux autres?

Collogue « Linflammation silencieuse - uendredi 12 décembre 2014 - £



Pr Pierre MIOSSEC.- La maladie de Crohn
repond partiellement 3 ["inhibition de IL-
| 7: 60/40. Cela peut élre lié au fait que Ia
contribution locale est insuffisante ou qu’'en
bloquant IL-17, on bloque en méme temps

un inhibiteur de I'lL-17.

Il y 3 en permanence un contrdle local dans
le tube digeslif. En parallele a Ia produclion
d’IL-17, il doit y avoir une régulalion de celle-
ci.

Sans entrer dans le délail, I'lL-17 est une
famille de molécules. Des membres sont pro-
inflammatloires. Il y en @ aussi qui ont des
propriétés anli-inflammatloires. Ces facteurs
sonl logiquement produils localement par les
cellules de soulien.

La balance est peut étre localement différente
de ce qui se passe dans d'aulres situalions,
comme 3U niveau de |a peau ou les résullats
sont impressionnants, résullats qui n'ont
jamais toutefois alteint | 00 % de réponse.

Dr Jean-Piere DECOR.- Les 60-40,
s’expliquent-ils par le fait qu'on intervient trop
tardivement ?

Pr Pierre MIOSSEC.- Mon explication la plus
simple est le bon sens, encore faul-il le
prouver.

Pourrépondre 8 une maladie avec un anti-TNF,
il faut avoir une maladie spécifiquement TNF
dépendante. Or il y 3 déja une hétérogénéité
quant 3 |a contribution 3 un moment donné
des différents mécanismes. Des malades ne
vont pas répondre, simplement parce que Ia
cible n'est pas présente.

Dans les 60/40 effeclivement, il faut inclure
les non-répondeurs. Si leur maladie eélsit
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initislement immunitaire, avec le temps, elle
est devenue, en simplifiant, presque tumorale.
Ces malades sont classés comme non
repondeurs chroniques, pour des mouyens
ciblant le systeme immunitaire.

Didier HALIMI- Considérez-vous que ces
lraitements ont une visée curalive ou
simplement modulatrice ?

Pr Pierre MIOSSEC .- C'est ce que vous devez
déduire de ma conclusion : « Un disgnostic
el un traitement précoce de linflammalion
sont le mouen le plus efficace pour éviter Ia
chronicité. »

Quand les anomalies chroniques s'installent,
la maladie devientautonome. Ainsilorsqu’on
arréte 'inhibition, sau bout d'un certain temps,
Ia maladie a8 un risque important de revenir.
Ce risque de rechute va diminuer si le
traitement est mis en place plus précocement,
9@ savoir quand |a maladie est encore
strictement immunitaire. Quand l'inflammalion
a fail des dégals locaux, on se retrouve avec
une maladie qui va élre progressivement
indépendante de I'inhibition de 'inflammalion.
Plus tardivement, on peul voir ces malades
initislement répondeurs primaires, perdre
le contrdle et devenir des non-répondeurs
secondaires.

C'est le probleme de |a maladie chronique.
Méme si les progres sont absolument
considérables, |a question fondamentale
pour ces malade est : comment prévenir ce
caractere chronique, voire irréversible ? Le
temps est certainement un élément central.

Didier HALIMLI.- Les traitements par TNF datent
de plus de dix ans. Vous avez des palients
avec plus de dix ans de recul. Pour vous,
quel est globalement le bénéfice/risque de



ces lraitements lres critiqués ?

Pr Pierre MIOSSEC- Les infirmieres qui
prennent leur relraite aujourd’hui disent :
depuis que vous éles arrive, Ia silualion a
changé. Dans le passé, on voyail encore un
handicap immédiatement visible. Aujourd’hui,
pour beaucoup de ces malades, ils seraient
dans la salle, vous ne les dislingueriez plus.
Il y @ eu un changement complet de l'image
publique.

Ces lraitements ont bien évidemment un effet
dans les relations au quolidien. Le bénéfice
est absolument considérable. Comme
foujours, on aurail aimé que le bénéfice soit
pour foul le monde, ce qui n'est pas le cas..
Ces options thérapeutiques se poursuivent.
'y @ des industriels comme Abbolt, UCB
qui ciblent avec Ia méme molécule le TNF
classique, I'lL- | 73, et également I'lL- | 7f pour
proposer des molécules 3 triple spécificite.

Le bourgeonnement de la recherche est
absolument considérable. Il Ny 8 pas
gujourd’hui une pelite ou grosse entreprise
dans le domaine des médicaments qui ne
soil pas sur ces approches. Vous avez vu
comment cela @ commencé el regardez la
situalion acluelle. Cela devient un éenorme
business.

Didier HALIMI.- Comment expliquez-vous le
moindre succes des inhibiteurs de I'lL-6 qui
sont sur le marché depuis un certain nombre
d'années qui ont montré des bons résultats
en développement ?

Pr Pierre MIOSSEC.- Il faul bien retenir cefte
notion de cascade. Le TNF 3 une couverture
plus large. Il est en amont. LIL-6 est en
aval. C'est une histoire de posilionnement.

Cest mon interprétation. Les effets anti-
inflammaloires, quand ils sont présents, sont
absolument spectaculaires, mais on 8 une
hétérogénéité de réponse dans une méme
maladie el entre les maladies.

Pr Rémy BURCELIN.- Qui dit réaclion anli-
inflammaloire suggere anligene. Suite 3 Ia
question sur la prévenlion, pourquoi ne
pas chercher I'snltigene, et éventuellement
proposer une sorte de vaccinalion ?

Pr Pierre MIOSSEC.- Absolument, c’est le travail
de lrois siecles que je vais résumer

On observe, pourrevenirala visioninfeclieuse,
que linflammalion par sa chronicité peut
élre due @ une slimulalion relativement non
specifique, comme le tabac. C'est un irritant
des surfaces muqueuses. Celte irritalion des
jours, des années va entrainer localement
une modification des protéines. Cela peut
élre aussi par des contaminalions d’agents
bactériens dentaires. La liste courte au
dépairt, s'allonge au fil du temps.

Pour linstant, 1Ia nolion de maladie asulo-
immune est un peu un cache-misere. Il est
probablement plus logique de conclure que
ces maladies sont |3 conjonclion de deux
éléments : lindividu (avec son statul, y
compris genélique) el I'environnement 3 un
moment donné. D'ou le caractere extrémement
polymorphique des conclusions, qui les

eloignent tres clairement des maladies
géneéliques.
Pr Rémy BURCELIN.- | est paradoxal

d'envisager une thérapeulique anli-IL-17
sachant que llL-17 n'est pas simplement
restreinte @ la  malade rhumaloide
inflammaloire, mais est impliqué dans de fes
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nombreux mécanismes biologiques. Pour le
diabetle, c’'est méme tres bénéfique d’avoir de
'IL-17 dans linteslin.

Pr Pierre MIOSSEC.- La rangcon posilive de
cefte non-spécificité est Ia polyvalence de
leur ulilisation. Si I'on considere la situation
acluelle des inhibiteurs du TNF, ils ont
débuté contre la polyarthrite thumatoide, ils
ont ensuite élé ulilisés conlre le psoriasis,
le rhumatisme psoriasique, Ia spondylarthrite
ankylosante...

La non-spécificitt a élargi la possibilité
d'ulilisation dans une liste croissante de
maladies, I'inconvénient étant qu’on n'alteint
pas la cause iniliale.

Probablement, les anomalies que l'on voit
chez un palient ont peul-étre commencé
in utero, @ I'sccouchement. La difficulté est
de réécrire I'histoire face @ une maladie qui
n'est visible que progressivement. On sait
clairement que les anomalies inflammatoires
apparaissent des années avant 'expression
clinique.
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Table ronde : prevenlion el traitements de

I'inflammalion chronique

Modérateur : Dr Jean-Pierre DECOR
Membre de '’Academie d'Agriculture de France

Dr Jean-Pierre DECOR.- Nous allons avoir une
discussion générale relative @ I'ensemble
des exposeés. |l y @ des sttentes parmi les
auditeurs, @ savoir comment peul-on éviter
ou délecter rapidement cette inflammation
avant d’en arriver au point de non-retour.

On a évoqué un certain nombre de causes. On
3 parlé d'alimentalion, de stress. Aujourd’hui,
'ensemble de ces maladies sont-elles en
progression comme cela a été montré dans
le cas du diabele. Pour les aulres, que peul-
on dire de leur évolution ?

Par exemple I'arthrite rhumatoide est-elle en
progression ?

La parole est a Ia salle.

Alain COLENO.- Parmi mes proches, il y 8 une

dame qui souffre de polyarthrite. Elle est @ un
stade ouU je ne pense pas qu’on puisse faire
grand-chose ; ses enfants se demandent si
c'est une maladie qui peutl élre pour parlie
d’'origine génétique.

Une des queslions essentielle, comme
vient de le demander Jean-Pierre Decor est
comment elablir un diagnostic relalivement
précoce ? Si Ia maladie est détectée ath, on
a de meilleures chances de |a contenir. Que
peul-on dire sur les déteclions précoces a
I'heure actuelle ?

Par ailleurs elle m'a dit le coll du traitement
gqu'on Ilui proposaitl, valait @ peu pres
| 2 000<, je me doute que pas grand monde
puisse se payer ce lype de prestation. Que
peul-on espérer avoir en maliere de réduction
du codl de ces lraitements ?
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Pr Pierre MIOSSEC- Ces maladies aulo-
immunes en général ou inflammaloires
chroniques vont affecter plus souvent les
femmes que les hommes. Souvent 8 un age
oU se pose la question de la transmission
eventuelle de la maladie el de I'effet éventuel
d'une grossesse sur |la maladie.

Quand je parle de maladies généliques, je
veux dire qu’il y @ une certaine conlribution
génélique. Celte contribution génétique est
absolument insuffisante pour pouvoir dire 8
un individu que son risque pour telle ou telle
maladie est suffisamment élevé pour qu'il soit
logique, ulile, possible d'essayer d’intervenir.
La composante génélique existe, mais
elle est associée, pour ne pas dire noyée
dans de mulliples autres éléments qu'il faut
egalement prendre en considération.

On ne peul pas, répondre 8 volre question:
oui, il y 3@ un risque génélique.

Ensuite, face 3 une femme Qqui veul avoir
des enfants, ma réponse est foujours de
conseiller de les avoir t6l, c'est une regle
générale. Méme si la polyarthrite est modulée
par |a grossesse. De temps en temps, on voit
des jeunes femmes qui, quelques semaines
apres I'sccouchement, commencent 3@ avoir
les douleurs arliculsires, annong¢ant une
polyarthrite rthumatoide. C'est copié-collé pour
Ia sclérose en plaque ou il existe un pic de
survenue de scléroses en plaques quelques
semaines apres |'sccouchement.

Pour Ia polyarthrite on peul noler aussi
quelquefois une amélioration pluldl qu'une

altéralion...

Cela monire 3 nouveau que |a génétique peut
contribuer mais également, I"état hormonal,
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immunilaire associé 3 la grossesse.

Il 'y 8 pas de recommandation particuliere
concernant une possible maternité. Je pense
qu'il vaul mieux avoir des enfants.

La deuxieme question est politique. Nolre
pays a la chance d’étre un pauys riche, en tout
cas en lermes d'ulilisation des biothérapies.
Méme nos amis suisses ont un contrdle
beaucoup plus strict quen France pour la
prescriplion de ces traitements.

Toutefois en fin d'année, Ia faclure est a
payer.

Didier HALIMI.- Le co0t de ces thérapies est
extrémement élevé. Pour les premiers des anli-
TNF, des génériques de ce type de produils,
viennent d'avoir une acceplation au niveau
européen. lls vont élre sur le marché avec
une baisse de prix extrémement importante.

Pr Pierre MIOSSEC - Elle sera seulement 20
8 30 %.

Dr Jean-Pierre DECOR.- Ce sont quand méme
des molécules qui ont un codt de fabrication
eleve.

Pr Pierre MIOSSEC- |l faul considérer le
progres qu'elles ont représenté. C'est tout 8
fail différent d’'une molécule es ancienne
comme |le METHOTREXATE qui a un codlt
derisoire.

Jean-Louis BERNARD.- Nous avons vu
l'importance de la composition du microbiote.
Nous avons vu le fail que pouvoir s'en
préeoccuper des la naissance offrirait des
perspeclives intéressantes en matiere de
santé. Existe-I-il aujourd’hui des perspeclives



réalistes qui permetltraient d’'envisager, d'initier
une évolulion posilive du microbiote des la
naissance, dans les hopitaux par exemple ?

Pr Rémy BURCELIN.- Cher citoyen, je crois que
c’'est une queslion 3 poser au comité éthique.
Je ne pense pas quon puisse trouver
quelqu'un qui souhaiterail que ses enfanls
soient laités @ la naissance de maniere
expéerimentale, avec un microbiote A, B ou C.

Autant, on peut tres bien le faire chez Ia
souris avec des résullals tres probants.
Autant, je ne crois pas qu'éthiqguement, on
puisse envisager cela. D'autant plus quiil
nous faudrait une bonne cinquantaine
d’années de recul pour étre sir que, méme si
on est protégé de la polyarthrite thumaltoide,
du diabele el de I'obésilé, on ne développe
pas un cancer du pancréas 3 posteriori ou
foul simplement qu'on ne perde pas |10 ou
20 années d'espérance de vie. |l faudrail le
temps d'une généralion poury apporter une
reponse.

Par conire, un deébal important, en rapport
avec la queslion économique précédente
sur le co0l de Ia thérapeulique pourrait étre,
comple tenu des éléments dont on dispose:
quel effort financier devrait faire I'Elat pour
investir dans le dépistage ?

Je pense quon fersit énormément
d’économies 8 avoir une thérapie ciblée pour
des palients parfaitement disgnostiqués
o I'side de biomarqueurs, bien avani le
développement de la maladie. Le colt serait
bien inférieur. Sur une ou deux généralions,
les Elats rentreraient facilement dans leurs
fonds.

L'effort, compte tenu des technologies que
I'on 3, doit étre porté sur le dépistage précoce.

Dr Jean-Pierre DECOR.- Que proposez-vous :
Ia vilesse de sédimentalion, la CRP ?

Pr Rémy BURCELIN.- Non, je propose des
approches, sans 3 priori, basées sur le
sequencage de toul le géenome. Ceci peut étre
fait en 24 heures acluellement avec certains
oulils informaliques, pour |a recherche de
certaines maladies généliques ou pour Ia
réalisalion de profil de sensibilité.

On peut tres bien envisager de classer par
modélisation les palients selon leur profil
de sensibilité el leur recommander tel ou fel
lype de pharmacopées ou de nulrlion. On
ameliorerait énormément ainsi les conditions
thérapeuliques el le colt du traitement.

Dr Jean-Pierre DECOR.- Sans envisager de
I'sppliquer @ des enfants, les lransferts tolaux
de microbiole existent des a présent. Dans
quel cas sonl-ils pratiqués ?

PrRémyBURCELIN.- Oui. On parlait d'infeclions.
Aujourd’hui, les palients alteints de Clostridium
difficile peuvent étre traités par celte thérapie
avec des laux de succes inimaginables alors
qu’aucune antibiothérapie n’est fonctionnelle.
C'est méme préconisé el remboursé par la
FDA.

Pr Pierre MIOSSEC.- Sur un point de santé
publique |a queslion que vous posez peut
élre reliée en fait 3 Ia pratique ou non de Ia
cesarienne. Des éléments commencent 3 étre
elablis sur le fait que les voies dites naturelles
apportent un plus qui est justement le transfert
du microbiote malernel. Il semble apparailre
que l'incidence de certaines maladies puisse
elre différente en relation avec le mode
d’'sccouchement.
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PrRémyBURCELIN.-lIsembledifficiled’imaginer
des enfants de parents manifestement obeses
sublilisés a Ia naissance pour étre éduqués
par des parents minces. Pour les souris on
peutl le faire, je ne suis pas slr qu'on puisse
le proposer pour les élres humains. On peut
foujours poser Ia queslion aux parents, mais
on ne peut pas |a poser aux enfants en tout
cas.

Philippe PARDIEU- Vous avez paré de
hélicobacter pylori et de son r6le dans
la promolion des Iésions ulcéreuses
ou cancéreuses du cardia. Quels sont
acluellement les moyens de prévenlion en
dehors du dépistage ?

Pr Pierre MIOSSEC - C'est un aspect 3 nouveau
de sante publique. C'est lie malheureusement
aux condilions de vie dans l'enfance. Il y
3 une sorte de corrélalion tout simplement
avec le nombre d’individus partageant Ia
méme chambre ou |a méme piece dans les
premieres années de |a vie.

On retombe sur les problemes de
contamination précoce. Elle est d'aulant
plus favorisée que les condilions sanilaires
générales sont mauvaises.

Dr Jean-Pierre DECOR.- L'évolulion d'une
inflammalion due @ heélicobacter n'est pas
forcement locale. De plus on peut vivrie
avec, lres longtemps, sans avoir de cancer
d’'estomac.

Pr Rémy BURCELIN- Il y 3 de maniere
assez surprenante dans la litérature des
corrélations entre hélicobacter el Ia maladie
d’Alzheimer qui sont assez frappantes. Cela
peul avoir un impact sur le long terme.
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Dr Jean-Pierre DECOR.- Cela signifie que Ia
consequence n'est pas uniquement locale,
a l'origine de l'inflammation, au niveau ou se
trouve I'hélicobacter ?

Pr Rémy BURCELIN.- Toutl o fail. Il faul bien
voir que l'organisme est un peu, d'un point
de vue physiologique, schizophrénique. Il y
@ quand méme deux cerveaux : un entre les
oreilles et un dans lintestin. Il y @ un nerf et
des systemes vasculaires qui communiquent.
Le fail d’agir sur un point, 8 savoir l'intestin, a
des conséquences lres claires sur le cerveau.

Une infeclion hélicobacter pylori peut avoir
comme conséquence une transmission d'un
signal inflammaloire véhiculé par le systeme
nerveux vers le cerveau.

On sait qu'une forme d'autisme a en partie
comme origine un désequilibre du microbiote
inteslinal, des facteurs inflammaloires agissent
sur I'axe intestin/cerveau el pourrail conduire
2 un déséquilibre de Ia neurogénese centrale.

Pr Fabio MARTINON.- Fautl-il, pour nos enfants,
favoriser un environnement plus hygiénique
alors que des données montrent que les
enfants qui naissent dans des fermes ont
une meilleure protection contre certaines
maladies aulo-immunes ?

Pr Remy BURCELIN- Si on eélasit une
drosophile, il est kres clair que I'on nailrait
dans un environnement tes complexe.
D’'un point de vue évolulion, je pense que
Ia parlie éducalion du systeme immunitaire
o la naissance est fondamentsle. Cest ni
trop ni trop pevu. Il peut y avoir des réactions
bisisées qui aboulissent 3 des maladies
aulo-immunes o terme.

Alain COLENO.- En sail-on assez pour faire



des régimes adequals ?

Pr Rémy BURCELIN.- Non, absolument pas.
Mais c’'est une question de mouens el tant
qu'ils ne seront pas mis de maniere importante,
nous avancerons exirémement lentement.
Méme si nous pouvons faire beaucoup
de choses avec peu d'argent, quand nous
devons faire énormément de choses 3 |3 fois,
cela fait tout de méme beaucoup d'argent.
Nous sommes devant une capacité de
découvertes énorme, mMais NOUS sommes
freinés par des problemes de moyens plutdt
que par un probleme d'idées.

Dr Jean-Pierre DECOR.- Personne n'a encore
pose celte question, nous sommes assaillis de
publicités sur les régimes anti-inflammaloires
ou l'on recommande de consommer des
produils riches en antioxydants, l'ulilisation
d’huile d'olive, d omégas 3, deviter les
omeégas 6 . Quel est volre avis ?

PrRéemyBURCELIN.- Il y 3 quelques évidences.
Une tres belle étude avait fait grand bruit, c’est
'étude PREDIMED. Elle a concerné plusieurs
milliers de palients. L'élude consistail pour
les palients, aux alentours des 45, 55 ans,
consommer pendant 3 ans des régimes riches
en huiles d'olive, en amandes, en poisson
gras. Limpact cardio-vasculaire est énorme.
La survenue d’'evénements a elé réduite de
30 % dans une populalion générale des
palients aulour de 50, 55 ans.

Oui, I'aslimentation a3 sdrement un impact
qui 8 élé mesuré. On a8 bien vérifié que
les personnes avaient bien observé les
regimes proposes. On ne I'explique pas sous
'aspect moléculaire. Nous sommes encore
loin de comprendre comment cela marche.
Mais manifestement, cette histoire de régime

meéditerranéen a un impact majeur.

Oui, par I'slimentalion, nous pourfions faire
beaucoup en termes de prévention, méme
chez I'sdulte. Il N'y @ pas, dans ce cas,
obligatoirement de programmalion 3 s
naissance...

Mme Michelle MOCK - Je reviens 3 l'influence
du microbiole sur le comportement.
Puisqu’on dit qu’il peut avoir une influence
sur le psychisme. Selon une élude publiée,
des souris elsient placées dans un
microbiote parliculier, puis un lot avait fait
un apprentissage auquel I'sutre lot n'avait
pas eu acces el apparemment, le microbiote
avail ransféré la capacité.

Je ne sais pas si vous avez entendu parler
de celle étude.

Pr Rémy BURCELIN.- On s’est en effet apergu
que suivant le type de microbiote que l'on
ulilise pour coloniser des souris sans bactérie,
mises dans des isolateurs completement a
I'abri de toute contaminalion, on est capable
de faire une programmalion chez I'adulte du
développement nerveux central, des effets
cognitifs, de la mémoire. On @ commenceé 8
identifier quelques souches bactériennes
qui permeltent d’améliorer Ia mémoire el les
aspects cognilifs, voire contrdler Ia dépression.

Si I'on treite une souris aux anlibioliques
suffissmment longtemps, on s'apergoit qu'elle
va élre quasi euphorique avec beaucoup
moins de risque de dépression. Quand on
isole une souris qui, comme I'élre humain, vit
en société, elle est généralement plus friste
que si on la mel en groupe, sauf si on |3 traite
gux anlibioliques assez longtemps. Cest
purement expérimental, le concept est que
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des bactéries rendent tistes, d’autres rendent
heureux au moins chez |a souris.
Celaaétéobservéindirectementchezl’homme
dans les cas de la chirurgie de I'obésité.
Les tres gros obeses (150, 180 kilos) sont
opérés par chirurgie dite de l'obésité, ce
qui consiste 8 faire de la tuyaulerie avec
lintestin pour raccourcir I3 phase digestive.
Un des impacls majeurs est la modification
du microbiote intestinal. Les palients
obeses apres I'opération sur quelques mois
refrouvent fort bien une grande parlie de
leur mémoire perdue. On @ commencé 8 se
poser des queslions pour savoir quelle était
l'influence de ce changement de microbiole
sur le développement de [I'axe inteslin-
cerveau nerveux pour restaurer ces aspects
mémoriels.

Dr Jean-Pierre DECOR.- Pourquoi n'applique-
l-on pas asux gros obeses un lraitement
anlibiolique qui réduirait la population
bactérienne. Cela reviendrsil 3@ ce que vous
disiez dans volre exposeé, diminuer I'spport
calorique des aliments.

Pr Rémy BURCELIN.- L'antibiolique est
extremement drastique. Vous avez des
carences par ailleurs. Il aura certes un effet
posilif sur le poids, Ia glycémie el certains
aspecls que je viens de menlionner, mais il y
aura des carences en vitlamines.

Pr Jules HOFFMANN.- Quand on parle de
microbiole, on parle toujours de bactéries.
Mais il y 8 aussi des champignons el
surtout des virus. Nous avons un groupe 3
Strasbourg qui travaille sur le virobiote. C'est
speclaculaire.

Quel est volre avis ?
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Pr Rémy BURCELIN.- Autant tout 3 I'heure, je
disais que nous avons entre 300 et 600
000 genes bactériens par individu, autant
I3, on peut en rajouter 10 8 100 fois plus
avec les virus. La richesse @ découvrir est
immense. On ne connail absolument rien.
On ne connail déja pas grand-chose des
eucaryoles, mais des procaryoles el des
virocaryotes, nous sommes qu'a I'sube de
nombreuses découvertes.

Ce n'est pas le manque didées ni de
fechniques. Les fechnologies sont
aujourd’hui accessibles et nous savons les
mailriser ce n'est qu'une question de moyens
pour avancer 3 une vitesse dont nos enfants
pourront profiter des résultals. Aulrement cela
servire 8 nos pelits-enfants ou aux pelits-
enfants de nos enfants...

Claude DELCAYRE.-- A propos de 'inflammalion
silencieuse, j'ai une remarque et une questlion.
Vous parliez d’enfants nés 3 Ia ferme dans
un milieu riche en agents divers. Dans les
laboratoires, nous travaillons sur les souris
dont nous essayons de contrdler tous les
eléments. Il en est un que nous contrdlions
assez mal, celui de I'environnement. En effel,
precedemment, les animaleries élaient ce
que I'on appelsil grises, c’'est-a-dire que I'on
rentrait avec des chaussures sales souvent
sans blouse. Jai I'exemple d'un collegue
qui travaillait sur le gene NOTCH 3 avec des
souris. Lorsqu'il imposait une hypertension @
ses souris, elles développaient des affeclions
renales el cardisques qui lintéressaient.
Le jour ou I'snimalerie a été fermée et
quils ont construit une animalerie blanche
oU peu de personnes rentrent et ou I'on
s’habille de maniere adequate, les souris ne
développaient plus de lésions rénales ni de
|ésions cardisques.



Ceci pour illustrer que loul ce que nous
efludions sur des modeles ne correspond pas
forcément 3@ ce qui se reproduit dans |a vraie
vie.

Comment opérer avec les palients que
VOUS voyez avec une maladie chronique
ou inflammatoire, ils onl, au cours de leur
existence, été en contacl avec une mullitude
d'agents divers.

Ce que nous faisons dans les laboratoires
correspond-il vraiment 8 la queslion que
NOUS NOUS posons ?

Pr Réemy BURCELIN.- Nous ne faisons que
générer des hypotheses. Une souris aura
tfoujours 4 paltes et une queue, méme si
elle mange un régime qui est tres proche
du notre. Nous sommes |3 pour générer des
hypotheses. Pour générer des hypotheses
simples, nous sommes obligés de faire du
reductionnisme. Mais vous avez raison,
ce réduclionnisme apporte, non pas des
aberralions, car ce que Nnous voyons est viai,
mais il est extirémement important de pouvoir
conclure sur l'observalion et non pas sur
'hypothese.

Une approche intéressante de Ia réalité a
elé exposée ce malin c’estl'aspect pléiotrope
dun meécanisme, Ccest-a-dire que Ion
retrouve dans de tres nombreuses familles
de vertébrés el d'invertébrés comme tous les
systemes Toll ou NLR.

Une approche aujourd’hui réalisable est celle
des hypotheses sans a3 priori. On peut tes
bien faire des expériences sans comparer
le groupe A avec le groupe B, mais en
examinant un seul groupe. Par exemple, on

prend tous les gens dans celte piece el on
essaie d'identlifier quel est le trail moléculaire
commun qui explique |le poids ou la glycémie
dans celte grande diversité. Gréce aux
meéthodes analyliques de géenéralion de tres
grandes données el aux capacités que I'on
3 pour mathémaliquement les modéliser, on
est capable de faire des modélisalions qui
génerent des hypotheses qui seront basées
sur cette grande diversité de résullats. Ces
hypotheses seront beaucoup plus fortes
que des précédentes qui élaient basées
sur 'observalion et de lidée génisle qui
en découle. C'est un exemple d'spproche
différentielle.

Pr Francoise FORETTE.- Quelles perspeclives
voyez-vous dans les cas de |a maladie
d’Alzheimer ? On sail quil y a des
phénomenes inflammaloires su niveau des
lésions cérébrales qui sont évidentes, en
particulier au niveau de |a plaque amuyloide.
Nous avons eu depuis une Qquinzaine
d'années des eludes épidémiologiques qui
montrentque les personnes qui prenaient des
anli-inflammatoires @ haute dose avaient une
incidence de maladie d’Alzheimer diminuee
de fagon speclaculsire. Dans I'un des essais,
c’'est une diminution de 70 %.

Malheureusement, quand on a procédé a des
effels conlrélés avec les anli- inflammatoires,
fous les essais ont été négalifs.

A l'heure acluelle, d’'aulres essais s'adressent
aux lésions elles-mémes. Des thérapeuliques
anligéniques cherchent 8 diminuer Ia charge
amyloide au niveau du cerveau, que ce soil
par des anligenes, c'est-a-dire I'smyloide
elle-méme, ou par des anlicorps. Pour l'instant,
les résullats ne sont pas extréemement
intéressants. Aucun de ces produits n'est 8
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'heure actuelle sur le marché.
Vouyez-vous d'aulres perspeclives ?

Pr Réemy BURCELIN.- Non. Il faut différencier
l'analyse phénolypique de ['analyse
meécanislique. Comme ftout @ I'heure par
rapport a |1a polyarthrite thumaloide, je posais
Ia question de I'antigene de dépait. La bonne
reponse, ce sont les anligenes spécifiques
pour Alzheimer, le diabele, I'obésité. Ce n'est
pas parce que vous avez un pheéenolype
de neurodégeénérescence que vVous n'avez
qu'une maladie. Vous avez pléthore de
maladies.

Les progres serontfaits lorsque nous pourrons
cartographier le plus t6l possible le type
précis de la maladie ou le développement
pathologique potentliel vers lequel on se
dirige. Une fois que I'on aura une cartographie
précise, on pourra calculer un risque. Il nous
suffira de proposer une thérapeulique fres
adaptée o ce risque qui sera beaucoup plus
efficace que si I'on compare inflammaloire et
anli- inflammaloire en aveugle.

Le deécryplage précis, c'éelsil I'objectif du
sequencage du genome, du melagenome,
de I'épigénome el de tous les facteurs qui
contrdlent I'expression de nos genes et
I'aclivité de nos protéines ou de nos enzymes.
La cartographie précise nous permelira
o lerme d'identifier tres précisément le
meilleur fraitement pour chaque palient. C'est
egalement vrai pour Ia maladie d'Alzheimer.

Mais tant que l'on fapera au hasard, on
aura alteint les limites de I'efficacité qu’est le
hasard. J'sime bien prendre celtte image de
I3 logique Shadocks qui disail : «Si j'ai une
chance sur un million de réussir, dépéchons-
nous de rater les 999 999 premieres pour
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reussir la derniere.»

Il faut dire les choses comme elles sont,
o part quelques lraits de génie, on 8 émis
beaucoup d’hypotheses en pensant que I'on
avail la bonne el la plupart du lemps, on s'est
frompeé.

Grace aux lechnologies actuelles, nous en
sommes 3 |a capacité d’'observer, de mesurer,
de quantifier, de meltre dans des lableaux,
de faire des spproches mathémaliques el
de faire des groupes de palients pour des
ameélioralions thérapeutiques. Les sociétés
pharmaceuliques pourront enfin cibler les
medicaments sur Ia cause et pas forcément
sur la consequence.

Les anti-IL- | 7 sont fantastiques, fonctionnent
extrémement bien sur le psoriasis. Mais a-I-
on posé la question de savoir pourquoi
beaucoup dIL-17 sont sécrélés. Si on
seil pourquoi, on évitera peul-élre des
effets collatéraux parce que l'on sera plus
specifique sur le long terme. Mais on ne le
sail pas encore.

Dr Jean-Pierre DECOR.- C'est un peu l'histoire
de I3 poule el l'ceuf. En I'sbsence de
connaissance préecise de la cible moléculaire,
une approche empirique 8 aussi son mérite @
condition d'avoir un bon moyen de criblage
representalif.

Elle peut permeltre de découvrir la cible 8
postériori avec le mode d’aclion du produit

Lindustie pharmaceulique a fail de
nombreuses déecouvertes avec des
modeles animaux comme oulils de criblage.
Aujourd’hui, elle ne fail plus de recherche sur
des maladies comme |a dépression parce
qu’il n'y 8 pas de cible thérapeulique mais
surtout parce qu'il 'y @ pas de modele animal



de la dépression pour cribler les molécules.
Dans ma carriere, cela a été un dilemme
permanent entre approche ralionnelle et
approche empirique. Je pense que cest
entre les deux qu'il faut évoluer le plus
intelligemment possible.

Bernard BODO.- )'ai souvenir d'une conférence
oU l'on expliquail qu'une diminulion des
maladies infeclieuses, enlirainait de fagon
concomilante une augmentalion des maladies
auto-immunes. C'élail Jean-Francois BACH
qui nous avail présenté cela il y @ quelques
annees.

Pr Jules HOFFMANN.- C'est I'hypothese de
trop d’hygiene. Je suis trop proche de lui... J'ai
foujours cru tout ce qu'il m'a dit. Linverse est
viai |

A un moment donné, apres la guerre, il y avait
Ia Carélie soviélique el Ia Carélie finlandaise.
En Carélie finlandaise, I'nygiene était tres
soignée par rapport @ |1a Carélie soviélique
de l'époque. Les maladies aulo-immunes
elsient en augmentalion constante en Carélie
finlandaise alors que, du coté soviétique, le
faux elait relativement faible.

Cest un exemple, il y en @ beaucoup. 5i vous
eliez o celte conférence, vous avez vu des
fablesux de |a géographie ou I'on voyasit
que plus on est hygiénique, plus on a des
fisques de maladies aulo-immunes.

Bernard BODO.- Concernant les peplides
anlimicrobiens, vous avez expliqué Qqu'ils
onl une aclion membransire. Pensez-
VOUS que c'est une aclion directement sur
les membranes des cellules cibles ou Ia
déslabilisalion de récepteurs d'enzymes
ancrés dans |la membrane ?

Pr Jules HOFFMANN.- Cest une de ces
questions pourlaquelle Ia réponse est difficile.
Bien que depuis 25 ans, fous les deux ans,
il y ait une grande communicalion sur les
anlimicrobiens, |Ia communauté n'a toujours
pas proposé de conclusion définitive.

La queslion est loujours pourquoi les
bactéries sont touchées par cela et pas les
cellules eucaryoles ? 0On explique loujours
que la charge négalive des membranes
d’eucaryote est différente de celles des micro-
organismes.

Au-dels, je ne sais pas ce que je peux vous
réepondre.

Bernard BODO.- Les quantités de peplides
efficaces sont infinitlésimales el beaucoup
plus faibles que le nombre de canaux o8
ravers des bicouches. Cela peult expliquer
qu’un lres petite nombre de peplides venant
s'ancrer puissent déstabiliser soit une
enzyme membranaire soil un récepteur.

Certains champignons, dans leur lutte
antagoniste, emeltent des peplides qui sont
relativement proches des nodlres. On s'est
apercu qu'il agissait @ des doses lres faibles.
Finalement, ils inhibaient les enzymes de
resynthese de |a paroi qui élsient localisés
dans les membranes. Le champignon qui
altaquail avail sauparavant émis des enzymes
lyliques des parois, ce qui fail que I'aulre
adversaire élait K.-0.

Pr Jules HOFFMANN.- Cest lres beau. Les
peplides chez les insectes el |a plupart des
peplides que nous produisons sont aclifs @
des concentralions exlirémement élevées.
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Nous avons calculé qu'il faut @ peu pres 1,5
million de molécules de diptéricine pour tuer
une bactérie.

Ce n'est pas du tout le cas que vous
menlionnez, qui est kes besu. Il y o
certainement plus de potentiel si on arrive 8
faire cela comme |a nature I's fait.

Dr Jean-Pierre DECOR.- Pour les peplides
anlimicrobiens qui sont sur notre corps, dont
Jules Hoffmann nous a parlé ce malin, ily a

un message 3 retenir : manipuler votre gel
douche avec modéralion, les tensioaclifs
qu’'ils conliennent doivent certainement avoir
un effet délétere sur les bi-couches lipidiques
des membranes de nos bactéries...

Iy @ apparemment plus de queslion. Nous
arrivons au terme de ce colloque.

[Applaudissements)

(La séance est levéee a |16 h 20)
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