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Abréviations 

 

9- et 13-HODE   9- et 13-hydroxy-octadecadienoique 

15-deoxy-Δ12,14-PGJ2   

 et 15d-PGJ2     15-desoxy-delta 12, 14-prostaglandine J2 

15-HETE    Acide 15-hydroxy-eicosatetraenoique 

A 

AA     Arthrite à l’adjuvant 

Abs    Absorbance 

ACPA     Anticorps anti-peptides citrullinés 

ADAMTS A Distintegrin and A Metalloprotease with 

Thrombospondin Motifs 

ADN     Acide désoxyribonucléique 

ADNc    ADN complémentaire 
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AF-     Activation function  

AGCC    Acides gras à chaîne courte 

AHR    Aryl hydrocarbon receptor 

AIC     Arthrite induite par injection de collagène 

AL     Acide linoléique 

ALC     Acide linoléique conjugué 

ALDH    Aldehyde deshydrogénase 

APRIL   Activation and proliferation-induced ligand 

Areg    Amphiréguline 

ARN     Acide ribonucléique  

ARNm    Acide ribonucléique messager 

ARNr     Acide ribonucléique ribosomique 

Asp    Asparagine 

ATP    Adénosine tri-phosphate 

B, C 

B27 TG1    HLA B27 transgenic rat 

BAFF    B cell-activating factor of the tumor necrosis factor family 

BCMA    B cell maturation antigen 

BCG    Bacille Calmette Guérin 

BPI    Bactericidal/permeability-increasing protein 

BSA     Bovine serum albumin 
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CCL     CC chemokine ligand 

CCR     CC chemokine receptor 

CD     Cellule dendritique 

CD     Cluster of differentiation 

CDp    Cellule dendritique plasmacytoïde 

CEI     Cellules épithéliales intestinales 

Cox-2     Cyclo-oxygénase 2 

CMH     Complexe majeur d’histocompatibilité 

cNK    Conventional natural killer 

CPA     Cellule présentatrice d’antigènes 

CTLA4    Cytotoxic T-lymphocyte associated protein 4 

CR     C chemokine receptor 

CRP     C-reactive protein 

CXCL    CXC chemokine ligand 

CX3CL    CX3C chemokine ligand 

CXCR    CXC chemokine receptor 

CX3CR    CX3C chemokine receptor 

D 

DAS28    Disease activity score 28 

Defcr4    Defensin alpha 4  

DMEM   Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

DNBS    2,4-dinitrobenzene sulfonic acid 

dNTP    Désoxyribonucléotides triphosphates 

DRY    Acide aspartique-arginine-tyrosine 

DSS     Dextran sulfate sodium 

DTT    Dithiothréitol 

   E, F 

EAEC    Enteroaggrégative Escherichia coli  

ECP    Eosinophil cationic protein 

EDN    Eosinophil derived neurotoxin 

EDTA    Acide Ethylène-Diamine-Tétraacétique 

ELISA    Enzyme-linked immunosorbent assay  

ELR    Glutamine-Leucine-Arginine 

EPO    Eosinophil peroxidase 

ERA     Espèces réactives de l’azote 

ERO     Espèces réactives de l’oxygène 

FDA     Food Drug Administration 
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FLI     Follicules lymphoïdes isolés 

FLNA    Filamine A 

FoxP3    Forkhead box 3 

FR     Facteur rhumatoïde 

G 

GALT    Gut-associated lymphoid tissue 

GATA-3    GATA binding protein 3 

GM-CSF   Granulocyte macrophage colony-stimulating factor 

GNS     N-acétylglucosamine-6-sulfate 

GPR43    G-protein coupled receptor 43 

H 

h/β2m     Human beta-2-microglobulin 

HD     Human defensin 

HDB    Human defensing beta 

hDefB1    Human defensin beta 1 

HES    Hématoxyline-éosine-safran 

HLA     Human leukocyte antigen 

HLA B27h    Human leukocyte antigen B27 human 

HMGB1   High mobility group box 1 

HNP    Human neutrophil peptide 

HRP    Peroxydase du Raifort 

    I 

ICAM1    Intracellular adhesion molecule 1 

IFNγ     Interferon gamma 

Ig     Immunoglobuline 

IGIP    IgA-inducing protein 

ILC     Innate lymphoid cells 

IL-     Interleukin 

IL-R     Interleukin receptor 

IL-RA    Interleukin receptor Antagonist 

iNKT    Invariant natural killer T 

iNOS     Inductible Nitric Oxide Synthase 

iTreg     Treg induit 

J, K 

KCL    Chlorure de potassium    

KIR3DL2   Killer cell Ig-like receptor 
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L 

LFA1     Lymphocyte function-associated antigen 1 

LIE     Lymphocytes intraépithéliaux 

LLP     Leucocytes de la lamina propria 

LPS     Lipopolysaccharide 

LTc4    Leucotriène C4 

LTi     Lymphoid tissue inducer cell 

LTo    Lymphoid tissue organizer cell 

LtxA     Leucotoxine-A 

M 

MAIT    Mucosal-associated invariant T 

MALT    Mucosa-associated lymphoid tissue 

MBP    Major basic protein 

MC     Maladie de Crohn 

MEC     Matrice extracellulaire 

mDefB10    Murin defensin beta 10 

MgCL2   Chlorure de magnésium 

MICI     Maladies inflammatoires chroniques de l’intestin 

M-MLV RT   Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase 

MMTV   Mouse mammary tumor virus 

MMP     Métalloprotéase 

MPO     Myélopéroxydase 

MR1    MHC class I-related protein 

N, O 

Na2EDTA   Acide Edétique sel Disodique 

NADPH   Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 

NaOH    Hydroxyde de sodium  

NC-B27    Non-conventional forms of HLA-B27 

NCR     Natural cytotoxicity receptor 

NET    Neutrophils extracellular traps 

NGAL    Neutrophil gelatinase-associated lipocalin 

NK     Natural killer 

NO     Monoxyde d’azote 

NO synthase   Nitric oxide synthase 

OTU    Operational Taxonomic Unit 
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P, Q 

PAD     Peptidyl-arginine déaminase 

PAF    Platelet-activating factor 

pb    Paires de bases 

PBS    Tampon Phosphate Salin 

PD-1     Programmed cell death 1 

PGE2    Prostaglandine E2 

PGJ2     Prostaglandine J2 

pH     Potentiel hydrogène 

pIgR    Polymeric Ig receptor 

PNB    Polynucléaire basophile 

PNE    Polynucléaire éosinophile 

PNN    Polynucléaire neutrophile 

PP     Plaques de Peyer 

PPAR     Peroxisome proliferator activated receptor 

PPRE     PPAR response elements  

PR     Polyarthrite rhumatoïde 

PSA     Polysaccharide A 

PTPN22   Protein tyrosine phosphatase non-receptor type 22 

pTreg     Peripheral Treg 

R 

RANK    Receptor activator of nuclear factor kappa-B 

RANKL    Receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand 

RAR     Retinoic acid receptor 

RCH     Rectocolite hémorragique 

RCPG    Récepteur couple aux proteins G 

Reg3     Regenerating islet-derived 3 

RIC     Rhumatismes inflammatoires chroniques 

RORγt    RAR related orphan receptor gamma t 

RP    Rhumatisme psoriasique   

RT-PCR    Reverse transcription-polymerase chain reaction 

RXR     Retinoid X receptors 

S 

S100A8    S100 calcium-binding protein A8 

S100A9    S100 calcium-binding protein A9 

S1P     Sphingosine-1-phosphate 

SA     Spondylarthrite ankylosante 
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SAA     Serum amyloid A 

SFB     Segmented Filamentous Bacteria 

SpA     Spondylarthrite 

Sox2     Sex determining region Y-box 2 

SRC-1    Steroid receptor coactivator-1 

SVF     Sérum de veau fœtal 

T 

TACI    Transmembrane activator and CALM interactor 

T-bet     T-box transcription factor 

TCR     T cell receptor 

TGF-β    Transforming Growth Factor beta 

Th     Lymphocyte T helper 

TLR     Toll-like receptors 

TLSP    Thymic stromal lymphopoietin 

TNBS     2,4,6-Trinitrobenzenesulfonic acid 

TNFα     Tumor necrosis factor alpha  

Tr1     T regulatory type 1 

Treg     Lymphocyte T régulateur 

Tris-HCL   Trishydroxyméthylaminométhane hydrochloridrate 

TxP    Thréonine-acide aminé quelconque-Proline 

U, V, W, X, Y, Z 

UV    Ultra-Violet  

VEGF    Vascular endothelial growth factor 

XCL    XC chemokine ligand 

ZAP-70  Zeta chain of T cell receptor associated protein kinase 70 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3997285/
https://en.wikipedia.org/wiki/2,4,6-Trinitrobenzenesulfonic_acid
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Les rhumatismes inflammatoires chroniques (RIC) regroupent l’ensemble des 

pathologies caractérisées par une inflammation articulaire qui persiste dans le temps. 

Cependant, l’inflammation articulaire fait intervenir des mécanismes cellulaires et moléculaires 

qui peuvent varier, selon le RIC donné et, pour un RIC donné, en fonction des patients. Il est 

donc nécessaire d’étudier les mécanismes physiopathologiques impliqués, pour mieux 

comprendre la genèse et le développement des pathologies inflammatoires articulaires, afin de 

choisir la stratégie thérapeutique la plus pertinente, de l’adapter à chaque patient (médecine 

personnalisée) et développer de nouveaux traitements qui pourraient être utilisés en cas d’échec 

ou d’échappement thérapeutiques  

Plusieurs études cliniques montrent que le microbiote intestinal des patients atteints de 

polyarthrite rhumatoïde (PR) ou de Spondylarthrite (SpA) est modifié par comparaison à des 

sujets sains (Breban et al. 2017). D’autre part, de nombreuses études cliniques suggérant un 

lien potentiel entre les inflammations intestinale et digestive ont été rapportés dans la littérature. 

Ainsi, 5 à 10% des patients atteints de SpA développent une inflammation digestive. 

Réciproquement, 17 à 39% des patients souffrant de maladies inflammations chroniques de 

l’intestin (MICI) développent une inflammation articulaire nécessitant une prise en charge par 

un rhumatologue (Taurog, Chhabra, et Colbert 2016 et Gionchetti, Calabrese, et Rizzello 2015). 

Cependant, le lien de causalité entre les inflammations articulaire et intestinale chez ces patients 

reste actuellement mal compris, bien qu’elles fassent intervenir des acteurs cellulaires et 

moléculaires communs. La lamina propria intestinale est naturellement riche en cellules de 

l’immunité de type 3, comme les lymphocytes T helper (Th) Th17 et les cellules ILC3 (Innate 

Lymphoid cells 3). Ces cellules sont nécessaires à la protection de l’organisme en contrôlant 

les interactions avec les micro-organismes du tube digestif. Elles sont très présentes dans la 

muqueuse intestinale des patients atteints de MICI mais également dans la membrane synoviale 

des patients arthritiques. Ainsi, au cours de 10 dernières années, des auteurs ont proposé un 

modèle physiopathologique dans lequel les cellules immunitaires de la lamina propria 

intestinale auraient la capacité de migrer vers d’autres tissus et de participer au développement 

de pathologies inflammatoires extra-intestinales comme l’arthrite (Scher et Abramson 2011 et 

Ranganathan et al. 2017). Ce modèle permettrait notamment d’expliquer le développement 

d’une inflammation articulaire consécutivement à une inflammation digestive chez les patients 

atteints de MICI. Ainsi, un des objectifs de ce travail a été d’évaluer si une modification du 

microbiote intestinal, provoquée par une colite expérimentale chez la souris, affectait la sévérité 

d’une polyarthrite en cours de développement.   
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La différenciation lymphocytaire est un processus hautement régulé qui requiert 

l’expression de facteurs de transcription spécifiques. Ainsi, le facteur de transcription RORγt 

(RAR related orphan receptor gamma t) est nécessaire à la différenciation des lymphocytes 

Th17 et des cellules ILC3 (Ivanov et al. 2006), dont l’abondance est impliquée 

physiologiquement dans la lutte contre les agents infectieux mais dont l’excès peut conduire à 

une inflammation et/ou une auto-immunité. On peut donc supposer qu’une dérégulation de 

l’expression et/ou de l’activité de RORγt pourrait contribuer au lien entre inflammations 

articulaire et digestive.  

Le récepteur nucléaire PPARγ (Peroxisome proliferator activated receptor gamma) est 

un régulateur intrinsèque de la différenciation des lymphocytes Th17 et des ILC3 ; il réprime 

l’expression de RORγt (Klotz, Burgdorf, et al. 2009) et/ou son activité transactivatrice. Ce 

récepteur nucléaire est connu pour avoir des potentialités anti-inflammatoires dans de 

nombreuses pathologies ; ses agonistes ont notamment montré leur efficacité dans plusieurs 

modèles expérimentaux d’arthrite (Koufany et al. 2008 et Carregaro et al. 2016) et chez les 

patients souffrant de PR (Ormseth et al. 2013 et Marder et al. 2013). Le récepteur PPARγ 

semble également avoir un rôle majeur dans l’homéostasie intestinale, puisqu’il contrôle, non 

seulement, la différenciation lymphocytaire mais module également la production de défensines 

antimicrobiennes (Peyrin-Biroulet et al. 2010). Ainsi, un autre objectif ce travail a été d’étudier 

le rôle régulateur du récepteur PPARγ à l’interface entre le microbiote intestinal, l’immunité de 

type 3 et l’arthrite. Nous avons notamment étudié chez la souris les conséquences d’une 

déficience du récepteur PPARγ sur le microbiote intestinal, l’immunité de type 3 et le 

développement d’une inflammation articulaire. 

L’importance de l’immunité de type 3 dans les RIC est bien établie. Cependant, il 

semblerait qu’elle ne soit pas le seul acteur physiopathologique. Ainsi, chez certains patients la 

PR est associée à une éosinophilie (Sofi, Parrey, et Ahmad 2017) et d’autres cellules 

immunitaires peuvent intervenir. Le rôle des polynucléaires éosinophiles (PNE), des 

lymphocytes Th2 et des polynucléaires basophiles (PNB) dans cette pathologie reste mal 

compris mais leur présence au sein des articulations arthritiques suggère qu’ils pourraient 

participer au processus inflammatoire. Les PNE expriment à leur surface des récepteurs aux 

chimiokines dont le récepteur CCR3. Plusieurs études expérimentales montrent l’importance 

de l’axe CCR3-éotaxines dans l’inflammation articulaire (Ablin et al. 2010), notamment par la 

présence du récepteur CCR3 sur les cellules immunitaires, mais également sur les cellules 

résidentes de l’articulation comme les chondrocytes et les synoviocytes (Liu et al. 2017 et 
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Alaaeddine et al. 2001), et par l’augmentation du taux d’éotaxine dans les articulations 

arthritiques (Paquet et al. 2012). 

Le chimiotactisme est impliqué dans le recrutement de cellules immunitaires aux sites 

inflammatoires dans les RIC. Mais, c’est avant tout un processus physiologique. Les 

muqueuses, et en particulier la muqueuse intestinale, sont constamment en interaction avec des 

agents extérieurs potentiellement dangereux pour l’organisme, comme les bactéries, les virus 

ou les champignons. Ainsi, des leucocytes sont présents au sein de ces muqueuses et dans les 

organes lymphoïdes secondaires situés à proximité de celles-ci. Les chimiokines sont des 

acteurs primordiaux à la fois pour le développement des structures lymphoïdes secondaires 

comme les ganglions mésentériques et les plaques de Peyer (PP), et pour la migration des 

leucocytes au sein des muqueuses (Comerford et al. 2013, Okada et al. 2002 et Mackley et al. 

2015). Plusieurs cellules immunitaires naturellement présentes dans la muqueuse digestive, 

comme les PNE, expriment le récepteur CCR3 et participent notamment à la défense de 

l’organisme contre les parasites de type helminthes. Cependant, des études expérimentales 

suggèrent également que le blocage des récepteurs aux chimiokines diminuerait la sévérité de 

la colite expérimentale. Ainsi, le dernier objectif de ce travail était d’évaluer les conséquences 

de l’inhibition du récepteur CCR3 sur le développement d’une arthrite chez la souris et son 

impact sur l’immunité mucosale intestinale, en posant l’hypothèse de son implication possible 

dans la migration cellulaire entre le tube digestif et les articulations.  
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I. L’intestin, un réservoir à cellules immunitaires 

I.1.  Les cellules immunitaires de l’intestin grêle et leurs rôles 

I.1.1.  Rappel sur la structure de l’intestin 

Les muqueuses sont des barrières à l’interface entre l’organisme et l’environnement 

extérieur. Elles sont en contact permanent avec de potentiels agents pathogènes. Ainsi, pour 

défendre l’organisme et maintenir un microbiote intestinal stable et bénéfique, le système 

immunitaire mucosal est très développé et continuellement actif.  

Structurellement, l’intestin est composé de plusieurs couches ; de la lumière intestinale 

vers l’organisme on distingue la muqueuse, la sous-muqueuse, la musculeuse et la séreuse 

(Figure 1).  

Modifié de https://anatomytopics.wordpress.com/2008/12/20/20-the-anatomy-histology-and-

development-of-the-small-intestine/ 

I.1.1.1. La muqueuse 

La muqueuse est subdivisée en trois couches : l’épithélium intestinal, la lamina propria 

(aussi appelée chorion), et la muscularis mucosae (ou musculaire muqueuse).  

L’épithélium est une barrière physique qui empêche l’entrée de micro-organismes dans 

l’organisme. Il est composé principalement de cellules absorbantes, aussi appelées entérocytes 

Figure 1: Représentation schématique de la structure de l'intestin 

https://anatomytopics.wordpress.com/2008/12/20/20-the-anatomy-
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ou CEI pour cellules épithéliales intestinales. Le rôle premier de ces cellules est de transférer 

les nutriments de la lumière intestinale vers les vaisseaux sanguins. Les entérocytes sont liés 

les uns aux autres par des jonctions serrées (tight junctions, zonula occludens), des desmosomes 

(zonula adherens) et des jonctions communicantes (gap junctions) et le transfert des nutriments 

nécessite des transporteurs particuliers. Ainsi, cette organisation empêche l’entrée de 

pathogènes dans l’organisme.  

L’épithélium intestinal est composé de plusieurs types de cellules dont la plupart 

participe au maintien de l’homéostasie intestinale (Figure 2). Les cellules de Paneth sont 

préférentiellement situées à la base des cryptes de Lieberkühn. Elles ont une forme pyramidale 

et stockent dans leur région apicale des granules protéiques contenant notamment des 

lysozymes, des défensines (α-défensines et β-défensines) et des cytokines pro-inflammatoires. 

Ces cellules déversent le contenu de leurs granules dans la lumière intestinale pour éliminer les 

micro-organismes s’approchant de l’épithélium. Des cytokines telles que l’IL-17 (Interleukine-

), le TNFα (Tumor necrosis factor α), l’IL-1β et l’IL-22 stimulent la production de défensines 

par les cellules épithéliales (Fruitwala, El-Naccache, et Chang 2018). Les β-défensines ont une 

activité antimicrobienne large spectre ; elles luttent contre les bactéries, les mycobactéries, les 

levures et les virus avec et sans enveloppe. Les défensines ciblent directement les micro-

organismes, par exemple en perméabilisant les membranes bactériennes ou en inhibant la 

synthèse d’ARN (acide ribonucléique) et de protéines (Ganz 2003). Elles peuvent aussi agir 

indirectement sur les micro-organismes en induisant le recrutement et l’activation de cellules 

immunitaires ; elles ont alors un pouvoir chimioattractant. 

Les peptides antimicrobiens peuvent aussi avoir une activité anti-inflammatoire. Les 

souris déficientes pour la métalloprotéase (MMP) 7 ne produisent pas d’α-défensines dans leur 

intestin. Ces souris présentent une production d’IL-1β intestinale plus importante que des souris 

sauvages de même fond génétique et sont plus susceptibles au développement d’une colite 

induite par dissolution de dextran sulfate sodium (DSS) dans l’eau de boisson. Les α-défensines 

bloquent la libération de l’IL-1β produit par les monocytes stimulés par le lipopolysaccharide 

(LPS) bactérien (Shi et al. 2007).  

Les cellules caliciformes, aussi appelées cellules à mucus, sont insérées entre les 

entérocytes. Elles synthétisent le mucus qui lubrifie et protège l’épithélium intestinal. Le mucus 

est composé principalement de glycoprotéines, et notamment de mucines, lui conférant une 

texture visqueuse capable de piéger des bactéries, limitant ainsi leur contact avec l’épithélium 
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intestinal. Ce sont des protéines riches en glycanes, ce qui leur permet de résister aux enzymes 

protéolytiques endogènes et microbiennes et d’ainsi maintenir la texture du mucus. Des 

peptides antimicrobiens sont présents dans le mucus. Il s’agit notamment des défensines (α-

défensines et β-défensines), des cathelicidines et du lysozyme (ou muramidase), une enzyme 

catalysant l’hydrolyse des glycosaminoglycanes constituant la paroi bactérienne (Kopp et al. 

2015). D’autres protéines antimicrobiennes sécrétées dans le mucus, comme Reg (Regenerating 

islet-derived protein) 3α chez l’homme et Reg3γ chez la souris, et la lipocaline-2, sont 

impliquées dans l’homéostasie intestinale. Des études montrent l’importance de ces protéines. 

Les souris déficientes pour la protéine Reg3γ présentent une altération de la distribution du 

mucus, une augmentation du contact entre les micro-organismes et l’épithélium intestinal et 

une sécrétion plus importante de cytokines pro-inflammatoires dans l’iléon (Loonen et al. 

2014). Des cytokines libérées par les cellules épithéliales en réponse à des stimuli sont 

également dans le mucus. Des anticorps tels que des immunoglobulines (Ig) sécrétées, en 

particulier des IgA produits par les plasmocytes de la muqueuse intestinale, jouent un rôle 

important dans la régulation du microbiote intestinale et dans l’élimination des pathogènes.  

L’épithélium intestinal contient également les cellules « Microfold » aussi appelées 

cellules M. Ces cellules sont insérées entre les entérocytes au niveau des plaques de Peyer (PP). 

Ces cellules sont à l’interface entre le microbiote intestinal et l’immunité mucosale. Elles sont 

hautement spécialisées dans la phagocytose et la transcytose des micro-organismes ; elles 

activent les cellules immunitaires présentes dans les PP et participent ainsi à la régulation du 

microbiote intestinal.     
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D’après Ribet et Cossart 2015 

D’autres cellules composent l’épithélium intestinal mais ne participent pas directement 

à la protection de l’organisme. Il s’agit des cellules entéro-endocrines et des cellules 

indifférenciées. Les cellules entéro-endocrines sont disséminées entre les entérocytes et il en 

existe au moins une dizaine de types qui sécrètent des hormones (gastrine, ghréline, 

sécrétine…) régulant les étapes de la digestion, comme la vidange gastrique, la sécrétion 

d’insuline par le pancréas ou la satiété. Les cellules indifférenciées sont localisées à la base des 

cryptes de Lieberkühn. Elles se divisent perpétuellement pour régénérer les différents types 

cellulaires de l’épithélium intestinal. Leur division est lente ; elles donnent naissance, dans un 

premier temps, à des cellules dites transitoires (ou intermédiaires) qui se divisent plus 

rapidement. Ces cellules migrent ensuite vers la surface de l’épithélium et progressivement se 

différencient en entérocytes, cellules caliciformes ou cellules entéro-endocrines. Elles peuvent 

aussi rester au niveau des cryptes pour se différencier en cellules de Paneth. La division des 

cellules indifférenciées est asymétrique ; une des deux cellules filles se différencie alors que la 

seconde reste souche. 

Figure 2 : Illustration des principaux mécanismes de l’épithélium 

intestinal impliqués dans l’homéostasie intestinale 
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La lamina propria, sous-jacente à l’épithélium, est un tissu conjonctif lâche. 

L’épithélium est séparé de la lamina propria par la membrane basale. La lamina propria 

contient les glandes (ou cryptes) de Lieberkühn, qui résultent de l’invagination de l’épithélium. 

Ces glandes exocrines sont donc composées d’entérocytes, de cellules de Paneth, de cellules 

caliciformes et de cellules entéro-endocrines. Elles participent à la production de mucus et 

d’enzymes digestives ou antibactériennes. La lamina propria, qui est richement vascularisée, 

est responsable de l’irrigation de l’épithélium. Elle contient aussi des MALT (tissu lymphoïde 

associé à la muqueuse) qui participent à la défense de l’intestin. Au niveau du tractus digestif, 

les MALT sont appelés « tissus lymphoïdes associés à l’appareil digestif », ou GALT. 

La muscularis mucosae est située à l’interface entre la lamina propria et la sous-

muqueuse. C’est une fine couche de cellules musculaires lisses qui est responsable des 

mouvements locaux de la muqueuse.  

I.1.1.2 La sous-muqueuse 

La sous-muqueuse est un tissu conjonctif contenant les vaisseaux sanguins et 

lymphatiques, ainsi que les terminaisons nerveuses. Elle renferme le plexus nerveux de 

Meissner (ou plexus sous-muqueux) qui contient les neurones contrôlant la sécrétion des 

glandes et le débit sanguin local. La sous-muqueuse est plus épaisse au niveau du duodénum ; 

elle contient au niveau de ce segment les glandes de Brunner qui produisent du mucus riche en 

ions bicarbonates permettant de neutraliser l’acidité du chyme stomacal. 

I.1.1.3. La musculeuse           

La musculeuse est composée de deux couches de tissu musculaire lisse, une couche 

interne circulaire et une couche externe longitudinale. La couche interne est plus épaisse que la 

couche externe, elle contient davantage d’afférences nerveuses. La musculeuse est impliquée 

dans les mouvements de péristaltisme et de segmentation. Ces deux couches sont séparées par 

le plexus nerveux d’Auerbach et par les cellules interstitielles de Cajal qui contrôlent la vitesse 

du péristaltisme. Les cellules interstitielles de Cajal produisent les ondes électriques lentes 

nécessaires à la contraction des fibres musculaires ; elles sont ainsi responsables de 

l’automatisme de l’intestin (rôle pacemaker) et de la synchronisation de l’activité contractile 

des cellules musculaires lisses. Les cellules de Cajal sont également étroitement liées aux 

neurones entériques (via des varicosités) ; elles auraient ainsi un rôle dans la transmission de 

messages nerveux aux cellules musculaires lisses (Al-Shboul 2013). 
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I.1.1.4. La séreuse 

La séreuse correspond à la couche viscérale du péritoine. Le mésentère est fixé à la 

séreuse.  

I.1.2.  Rappel sur les structures intestinales hébergeant les cellules immunitaires  

De nombreuses cellules immunitaires sont présentes dans l’épithélium intestinal et la 

lamina propria. Le microbiote intestinal, présent dans la lumière digestive, est en interaction 

permanente avec ces cellules. Dans les conditions physiologiques, il existe un équilibre entre le 

système immunitaire intestinal et le microbiote. En effet, le système immunitaire contrôle la 

prolifération des micro-organismes de la lumière intestinale et permet ainsi au microbiote 

d’avoir une composition stable au cours du temps. En contrepartie, les micro-organismes du 

microbiote stimulent constamment le système immunitaire afin de le maintenir en veille contre 

de potentiels agents infectieux. Le système immunitaire intestinal doit donc lutter efficacement 

contre les pathogènes tout en ayant une tolérance pour les micro-organismes commensaux du 

microbiote. Le système immunitaire du tractus intestinal contient, à la fois, un tissu lymphoïde 

diffus, riche en cellules appartenant aux immunités innée et adaptative, et des structures 

organisées comme les ganglions mésentériques et les GALT (Figure 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Modifié de Eberl 2005 

Figure 3 : Représentation schématique des structures de l’intestin 

hébergeant les cellules immunitaires 
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Le tissu lymphoïde diffus représente notamment les cryptopatches, qui sont les 

précurseurs des follicules lymphoïdes isolés (FLI), et les cellules immunitaires localisées dans 

l’épithélium intestinal, principalement des lymphocytes T (lymphocytes intra-épithéliaux ou 

LIE), et dans la lamina propria (leucocytes de la lamina propria ou LLP). Les GALT 

comprennent notamment les amygdales, les PP et l’appendice.   

I.1.2.1. Les cryptopatches et les follicules lymphoïdes isolés (FLI) 

Les cryptopatches sont des petits groupes de cellules localisés sous l’épithélium de 

l’intestin grêle. Ces structures se mettent en place dès la naissance par accumulation de cellules 

appelées « lymphoid-tissue inducer cell », ou LTi, qui expriment les marqueurs RORγt (RAR 

related orphan receptor gamma t) et IL-7Ra (Interleukine receptor) (cellules LTi 

RORγ+IL7Ra+). Ces cellules s’associent à des cellules stromales, les lymphocytes LTo (pour 

Lymphoid-tissue organizer cell). Les cellules LTi RORγ+IL7Ra+ sont indispensables à la 

formation des cryptopatches ; la délétion du récepteur RORγt chez la souris provoque l’absence 

de ces structures (Eberl et Littman 2004). Progressivement, des lymphocytes B sont recrutés au 

niveau des cryptopatches et cette étape marque l’évolution des cryptopatches en FLI immatures. 

Puis les lymphocytes B s’accumulent et quelques lymphocytes T CD (cluster of differentiation) 

4+ s’associent au follicule. Cette étape marque la formation de FLI matures. Cette structure 

possède un centre germinatif vascularisé où les lymphocytes B deviennent matures et 

produisent des anticorps de type IgA. Les FLI matures possèdent un nombre variable de 

cellules. Des cellules dendritiques (CD) permettent le développement et le maintien des 

follicules tout au long de la maturation du cryptopatch. Les FLI sont à proximité des cellules 

M, ce qui favorise la translocation des antigènes de la lumière intestinale aux cellules 

immunitaires.   

I.1.2.2. Les lymphocytes intra-épithéliaux (LIE) 

Les lymphocytes intraépithéliaux (LIE) sont des cellules résidentes de la muqueuse 

intestinale, qui ne peuvent pas migrer vers d’autres sites anatomiques (Figure 2). Leur entrée 

et leur rétention dans l’intestin sont en partie dues à leur interaction avec les entérocytes. En 

effet, les LEI expriment l’intégrine αEβ7 (ou CD103) capable de se lier avec l’E-cadhérine 

exprimée par les entérocytes. Il a été dénombré en moyenne 10 LIE pour 100 CEI dans l’intestin 

grêle, sachant que le duodénum est la partie de l’intestin grêle la plus riche en LIE, et ce ratio 

décroît progressivement tout au long de l’intestin pour atteindre un rapport de 2 à 5 LEI pour 
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100 colonocytes dans le colon. Les LEI sont des populations lymphocytaires hétérogènes ; ils 

sont subdivisés en sous-populations.  

Les LIE peuvent soit exprimer des caractéristiques des lymphocytes périphériques, soit 

posséder des caractéristiques qui leurs sont propres. Le récepteur des lymphocytes T (TCR pour 

T cell receptor) permet une première classification des LEI. La majorité des LEI exprime ce 

récepteur (cellules TCR+), mais 10% de ceux-ci sont négatifs pour ce récepteur (cellules TCR-

). Le TCR des LEI peut être constitué soit des chaînes classiques α et β (TCRαβ), soit des 

chaînes γ et δ (TCRγδ). Les LIE possédant un TCRαβ peuvent exprimer les récepteurs CD4 

et/ou CD8. Les cellules exprimant les récepteurs TCRαβ et CD4, principalement des 

lymphocytes T helper (Th) Th1 et Th17, ou les récepteurs TCRαβ et CD8 proviennent de sites 

extra-intestinaux, elles ont migré en réponse à des stimuli et ont pour rôle de lutter contre des 

pathogènes (D. Masopust et al. 2001). Les cellules exprimant le TCRγδ participent à la défense 

de l’organisme en produisant des peptides antimicrobiens tels que la protéine Reg3 (Ismail et 

al. 2011). Les lymphocytes n’exprimant pas le TCR ont des caractéristiques des lymphocytes 

innés ILC (Innate lymphoid cell) 1 (ILC1-like) et ILC3 (ILC3-like). En effet, chez l’homme, 

des cellules présentant un phénotype caractéristique des lymphocytes ILC3 ont été détectés au 

sein de l’épithélium intestinal. Ces cellules expriment notamment le récepteur Nkp44 et le 

facteur de transcription RORγt (Talayero et al. 2016).  

I.1.2.3. Les plaques de Peyer (PP) 

Les PP, majoritairement situées au niveau de l’iléon, sont composées de follicules 

contenant des lymphocytes B (dont les plasmocytes produisant des anticorps de type IgA) et 

des amas de lymphocytes T. Les PP sont des organes lymphoïdes bien structurés ; les zones de 

lymphocytes T sont bien distinctes de celles des lymphocytes B et des CD maintiennent ces 

structures. Elles sont vascularisées. Les PP commencent à se mettre en place au cours du 

développement embryonnaire et leur maturation se poursuit à la naissance. Les lymphocytes 

LTi sont importants dans la formation de ces structures puisque les souris déficientes pour le 

récepteur RORγt ne développent pas de PP (Sun et al. 2000). Les cellules LTi colonisent 

progressivement la muqueuse intestinale au cours de l’embryogenèse puis interagissent avec 

les lymphocytes LTo pour former les PP (Veiga-Fernandes et al. 2007). Ensuite, les zones de 

lymphocytes B et de lymphocytes T se mettent progressivement en place.      
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I.1.2.4. Les ganglions mésentériques   

Ces ganglions sont localisés dans le mésentère qui enveloppe l’intestin. Ils sont 

constitués de lymphocytes T et B et de CD. Leur développement commence au cours de 

l’embryogenèse et nécessite les lymphocytes LTi. Comme pour les PP, les souris déficientes 

pour le récepteur RORγt ne développent pas de ganglions mésentériques (Eberl et al. 2004 et 

Sun et al. 2000). Ces ganglions sont en liens étroits avec l’immunité intestinale puisque des 

vaisseaux lymphatiques et sanguins permettent la migration des cellules de la muqueuse 

intestinale vers les ganglions et inversement. Ainsi, les CD activées au niveau de l’intestin 

migrent vers les ganglions mésentériques où elles peuvent activer les lymphocytes qui en retour 

vont exercer leur action au niveau de l’épithélium intestinal.  

I.1.2.5. Les leucocytes de la lamina propria (LLP) 

 La lamina propria est un tissu conjonctif riche en cellules immunitaires, qui sont 

localisées dans les GALT mais aussi de façon diffuse dans le tissu. De nombreux types 

cellulaires sont présents comme des lymphocytes T, des lymphocytes B et des plasmocytes 

sécrétant des immunoglobulines (Ig) de type IgA, des macrophages, des CD, des ILC et des 

granulocytes. Parmi les lymphocytes T, on retrouve des lymphocytes T CD8+ et CD4+. Ainsi, 

de nombreux acteurs cellulaires œuvrent à la défense de l’organisme et leur intervention dépend 

du type d’agression (Eberl 2016). On distingue quatre types d’immunité (Figure 4). 

L’immunité de type 1 qui permet de lutter contre les agressions intracellulaires, comme les 

virus, les bactéries intracellulaires, les protozoaires et les cellules cancéreuses. L’immunité de 

type 2 qui fait face aux menaces extracellulaires, comme les helminthes mais réagit également 

face aux allergènes. Et l’immunité de type 3 qui agit contre les micro-organismes 

extracellulaires, comme les bactéries extracellulaires et les levures mais peut également 

contribuer au processus d’auto-immunité. Il existe un équilibre entre ces trois types d’immunité 

et l’activation d’une d’entre elles entraîne l’inhibition des autres, ce qui permet une réponse 

efficace et appropriée contre un pathogène donné (Eberl 2016). Chacun de ces quatre types 

d’immunité est caractérisé par des marqueurs de différenciation spécifiques exprimés par 

l’ensemble des cellules impliquées dans la réponse (Annunziato et al. 2015). L’immunité de 

type 1 est caractérisée par l’expression du facteur de transcription T-bet (T-box transcription 

factor). Cette immunité regroupe des cellules de l’immunité adaptative comme les lymphocytes 

Th1 et des cellules appartenant à l’immunité innée comme les ILC1 et les cellules NK (Natural 

Killer). L’immunité de type 2 est caractérisée par le facteur de transcription GATA-3 (GATA 
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binding protein 3). Les lymphocytes Th2 et des cellules de l’immunité innée comme les ILC2, 

les PNE, les PNB et les macrophages de type 2 relèvent de cette immunité. Le facteur de 

transcription RORγt est le marqueur des cellules de l’immunité de type 3 (Ivanov et al. 2006). 

Cette dernière implique des lymphocytes Th17, Tc17 et les cellules ILC3. Une immunité 

régulatrice a pour objectif de maintenir la tolérance immunitaire et de réguler l’activité des 

cellules supportant les différentes réponses immunes effectrices. Les cellules appartenant à 

cette immunité sont notamment les lymphocytes T régulateurs (Treg) et les lymphocytes B 

régulateurs (Breg). L’ensemble de ces cellules contribue à l’homéostasie intestinale.  

Modifié de Eberl et al. 2015 et Moy Andrea et al. 2016 

I.1.3.  Les cellules immunitaires de la muqueuse intestinale 

I.1.3.1. Les cellules de l’immunité innée 

De nombreuses cellules de l’immunité innée sont présentes dans la muqueuse 

intestinale. Ces cellules participent au maintien de l’homéostasie intestinale et agissent lors de 

la présence d’un danger. Ici, nous nous intéressons aux principales cellules de l’immunité innée 

impliquées dans la défense de la barrière intestinale et aux cellules d’intérêt pour notre étude 

(Figure 5).   

Figure 4 : Représentation schématique de l’activation et de la réponse des immunités de 

types 1, 2, 3 et de l’immunité régulatrice. 
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D’après M. Sun et al. 2015 

 Les polynucléaires neutrophiles (PNN)  

Les granulocytes neutrophiles, ou polynucléaires neutrophiles (PNN) sont présents en 

grande quantité dans l’organisme. Ils représentent 50 à 60% des leucocytes du sang. Leur 

mission principale est de repérer et de détruire les bactéries pénétrant dans l’organisme. Les 

PNN sont des acteurs importants au sein de la muqueuse intestinale ; ce sont les premières 

cellules recrutées lors d’une inflammation digestive. Les PNN sont produits au sein de la moelle 

osseuse hématopoïétique puis ils migrent jusque dans la muqueuse intestinale où ils exercent 

leur rôle. Lors de l’entrée d’un antigène dans la muqueuse, les PNN sont activés. Les PNN 

luttent contre les agents potentiellement dangereux pour l’organisme grâce à plusieurs 

mécanismes.  

Le cytoplasme des PNN est riche en granules contenant des protéines impliquées dans 

la lyse des bactéries. On distingue deux types de granulations, les granulations primaires 

azurophiles et les granulations secondaires (Borregaard, Sørensen, et Theilgaard-Mönch 2007). 

Figure 5 : Illustration des principales cellules immunitaires présentes au sein de la lamina 

propria intestinale et de leurs sécrétions 
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Les premières contiennent des lysozymes, des peptides antimicrobiens (comme des α-

défensines (HNP (human neutrophil peptides) -1, HNP-2, HNP-3, HNP-4)), des protéines 

bactéricides ou augmentant la perméabilité (bactericidal/permeability-increasing protein (BPI)) 

et la myéloperoxydase (MPO). Les granulations secondaires sont riches en lysozymes, 

collagénase et lactoferrine. Les PNN possèdent aussi des granules contenant des gélatinases et 

des vésicules sécrétoires. Ils produisent des gélatinases et en particulier la lipocaline-2 aussi 

appelée NGAL (neutrophil gelatinase-associated lipocalin) (Borregaard, Sørensen, et 

Theilgaard-Mönch 2007). Ces cellules sont capables de phagocyter des micro-organismes. 

Ainsi, elles piègent l’agent infectieux puis elles libèrent des protéines stockées dans les granules 

et synthétisent de grandes quantités d’espèces réactives de l’oxygène (ERO) et d’espèces 

réactives d’azote (ERA) pour le détruire (Zhou et Liu 2017). Les PNN possèdent notamment 

l’enzyme NADPH (nicotinamide adenine dinucleotide phosphate) oxydase permettant la 

production de l’anion superoxyde (O2
.-) très toxique pour les micro-organismes (Petry, 

Weitnauer, et Görlach 2010). Ils agissent également sur leur environnement proche en libérant 

le contenu de leur granule. Cette dégranulation permet d’éliminer certains agents pathogènes 

sans les phagocyter. Les PNN sécrètent également des cytokines pro-inflammatoires telles que 

l’IL-17. Un autre mécanisme d’action de défense est la formation de NETs (neutrophils 

extracellular traps) (Brinkmann et al. 2004). Ces structures sont composées d’ADN (acide 

désoxyribonucléique) associé à de nombreuses protéines comme des histones et des protéines 

issues des granules cytoplasmiques. Les NETs sont formés suite à la reconnaissance d’un 

antigène. Ils sont issus de la décondensation et de la diffusion de la chromatine ; celle-ci occupe 

alors un volume plus important au sein de la cellules et l’apoptose du PNN est activée. La 

libération du contenu cellulaire permet de piéger des micro-organismes environnant (Delgado-

Rizo et al. 2017). Enfin, les PNN peuvent traverser l’épithélium et rejoindre la lumière 

intestinale où ils libèrent des précurseurs de l’adénine, en particulier de l’adénosine tri-

phosphate (ATP) et de l’adénosine diphosphate (ADP). Ces substrats sont hydrolysés par des 

enzymes CD39 et CD73 présentes à la surface des cellules épithéliales ; le pool d’adénosine 

extracellulaire stimule la fermeture des jonctions entre les cellules épithéliales (Colgan, 

Fennimore, et Ehrentraut 2013).           

Par leurs différents mécanismes d’action, les PNN sont impliqués dans la régulation du 

microbiote et sont indispensables au maintien de l’homéostasie intestinale. En effet, des 

pathogènes intestinaux comme Campylobacter concisus sont capables de les activer in vitro 

(Sørensen et al. 2013) en stimulant l’expression de molécules d’adhésion à leur surface et leur 
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activité oxydative. Les bactéries Salmonella enterica de sérotype Typhimurium et Shigella 

flexneri provoquent le développement de pathologies entériques. Ces bactéries sont capables 

d’induire la migration des PNN à travers l’épithélium intestinal pour éliminer le pathogène 

(Mumy et al. 2008). De plus, le blocage de l’adhésion des PNN ou leur déplétion aggravent les 

colites induites par injection d’acide trinitrobenzène sulfonique ou d’acide dinitrobenzène 

sulfonique (respectivement TNBS et DNBS) (Kühl et al. 2007). Par ailleurs, des patients atteints 

de la maladie de Crohn (MC) présentent une altération dans le recrutement des PNN ou dans la 

fonction de ces cellules. Ainsi, les PNN périphériques de ces patients présentent une altération 

de la migration trans-épithéliale et de la production de ERO en réponse à un stimulus 

(Somasundaram et al. 2013). Certains patients atteints de cette pathologie ont des taux réduits 

d’IL-8 (aussi appelée CXCL (CXC chemokine ligand) 8), une cytokine importante dans le 

recrutement de ces cellules (Korzenik 2007).    

 Les macrophages 

Au sein de la muqueuse intestinale réside un grand nombre de macrophages qui 

expriment des marqueurs différents ; ce sont des cellules hétérogènes qui participent au 

maintien de l’homéostasie intestinale. Dans les conditions physiologiques, ils protègent 

l’intestin de l’inflammation. Ils sont localisés tout au long du tube digestif et sont présents à 

proximité de l’épithélium intestinal comme dans les couches profondes. Les macrophages 

veillent à l’intégrité de l’épithélium intestinal ; ils sécrètent de la prostaglandine E2 (PGE2) au 

niveau des cryptes pour stimuler la prolifération des cellules souches (Bain et Mowat 2014). 

Les cellules M, insérées dans l’épithélium intestinal, piègent des antigènes de la lumière 

intestinale et les transfèrent aux cellules des PP. Des macrophages peuvent recevoir ces 

antigènes et activer la réponse adaptative, ils ont alors le rôle de cellules présentatrices 

d’antigènes (CPA). Les macrophages possèdent une fonction importante pour l’homéostasie 

intestinale : la phagocytose. Ils phagocytent et éliminent les cellules sénescentes ou 

apoptotiques ou encore des micro-organismes (Nagashima et al. 1996). 

 Classiquement les macrophages sont répartis en deux catégories, les macrophages M1, 

sécrétant principalement des cytokines pro-inflammatoires telles que le TNFα et l’IL-12, et les 

macrophages M2, producteurs de cytokines anti-inflammatoires telles que l’IL-10. Les 

macrophages résidents de la lamina propria possèdent certaines caractéristiques des 

macrophages M1 et d’autres des macrophages M2 ; ils n’appartiennent à aucune des deux 

catégories (Bain et Mowat 2014). Ils expriment le complexe majeur d’histocompatibilité de 
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classe (CMH) II mais pas les molécules de co-stimulation, telles que CD40, CD80 et CD86, ce 

qui limite l’activation des lymphocytes (Smith et al. 2011 et Carlsen et al. 2006). Les 

macrophages de l’intestin expriment certains récepteurs TLR (Toll-like receptor) mais l’activité 

de ceux-ci est limitée (Bain Calum C. et Mowat Allan McI. 2011). La stimulation de ces cellules 

avec des protéines bactériennes telles que le LPS n’induit pas la sécrétion de cytokines pro-

inflammatoires comme le TNFα, l’IL-1β et l’IL-6 (Smythies et al. 2010). Les macrophages 

intestinaux synthétisent des cytokines anti-inflammatoires, en particulier l’IL-10 et le TGF-β 

(transforming growth factor beta). L’IL-10 maintient l’expression du facteur de transcription 

FoxP3 (forkhead box 3) dans les lymphocytes Treg, ce qui favorise un contexte anti-

inflammatoire au sein de la muqueuse intestinale (Murai et al. 2009). Lors d’une infection 

digestive l’IL-10 produit par les macrophages limite l’inflammation intestinale en réduisant le 

niveau d’IL-23 (Krause et al. 2015). Les macrophages résidents de la lamina propria peuvent 

être classés selon l’expression du récepteur CD169 (Asano et al. 2015) et ils sont répartis 

différemment dans la muqueuse selon son expression. Ainsi, les macrophages exprimant le 

récepteur CD169 (macrophages CD169+) résident dans les couches profondes de l’intestin. Le 

rôle de ces macrophages CD169+ est de recruter des monocytes circulant lors d’une rupture de 

la perméabilité de la barrière intestinale via la sécrétion de la chimiokine CCL8 (CC chemokine 

ligand).     

Des macrophages de types M1 et M2 sont également présents dans la muqueuse 

intestinale. L’activité des macrophages dépend de leur environnement. Les macrophages M2 

sont notamment induits par les cytokines IL-4 et IL-13 et sécrètent des médiateurs anti-

inflammatoires tels que l’IL-10. Ils ont un rôle important dans la résolution de l’inflammation 

et contribuent à la réparation du tissu lésé. Les macrophages M1 sont, quant à eux, stimulés par 

des stimuli inflammatoires tels que l’IFNγ (interferon gamma) et des produits bactériens 

comme le LPS. L’activation des macrophages M1 conduit à la sécrétion de médiateurs pro-

inflammatoires, en particulier du TNFα, de l’IL-1β, de l’IL-6 et du NO (monoxyde d’azote). 

Des métabolites bactériens, comme le butyrate, sont capables d’induire la polarisation des 

macrophages M2 ; ils favorisent ainsi la tolérance immunitaire (Ji et al. 2016).   

 Les polynucléaires basophiles (PNB) et les mastocytes 

 Les polynucléaires basophiles (PNB) et les mastocytes ont des fonctions 

relativement proches et possèdent des caractéristiques communes. Ils expriment le récepteur de 

haute affinité aux immunoglobulines de type E (IgE) (récepteur FCεRI) et sécrètent des 
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médiateurs communs tels que l’histamine, des médiateurs lipidiques (leucotriènes et 

prostaglandines), des protéases et des cytokines (IL-4, IL-13 notamment) (Falcone, Zillikens, 

et Gibbs 2006). Les PNB et les mastocytes ont un rôle majeur dans la défense contre les 

parasites. Ils protègent l’organisme contre les helminthes via la sécrétion d’IL-4 et d’IL-13. Par 

exemple, des antigènes de l’helminthe Nippostrongylus brasiliensis stimulent la production de 

ces cytokines et lors d’une infection par ce pathogène, des mastocytes et des PNB sont présents 

au sein de la lamina propria de l’intestin grêle des souris (Ohnmacht et Voehringer 2009).  

Les PNB et les mastocytes jouent aussi un rôle important dans les allergies (Falcone, 

Zillikens, et Gibbs 2006). Ces cellules sensibles aux IgE dégranulent rapidement lors d’une 

allergie, libérant ainsi des médiateurs préformés comme les leucotriènes et de l’histamine, ce 

qui permet une réponse rapide. L’IL-4 produite par ces cellules permet la polarisation des 

lymphocytes T naïfs en lymphocytes Th2. In vitro, les PNB activés synthétisent de l’IL-4, de 

l’IL-13 et le ligand du récepteur CD40 (CD40L) (Yanagihara et al. 1998). Ces trois acteurs 

stimulent la production d’IgE par les lymphocytes B.  

 Les polynucléaires éosinophiles (PNE) 

Les polynucléaires éosinophiles (PNE) sont impliqués dans la réponse contre des 

parasites tels que des métazoaires et dans les réactions allergiques. Ils sont produits dans la 

moelle osseuse hématopoïétique puis migrent via la circulation sanguine vers les tissus, grâce 

au chimiotactisme (Ramirez et al. 2018). La différenciation et la maturation des PNE nécessite 

des cytokines telles que l’IL-5, l’IL-3 et le GM-CSF (granulocyte macrophage colony-

stimulating factor). L’IL-5 est particulièrement importante pour ces cellules ; elle intervient 

dans les derniers stades de leur différenciation, déclenche leur migration vers les tissus et veille 

à leur survie. Dans les conditions physiologiques, les PNE sont présents dans plusieurs organes, 

comme dans les poumons, la rate et le tractus digestif où ils participent au maintien de 

l’homéostasie tissulaire.  

Dans l’intestin grêle, les PNE sont majoritairement localisés dans la lamina propria, 

seuls quelques-uns sont présents au sein des PP. Leur cytoplasme contient des granules riches 

en protéines telles que la MBP (major basic protein), qui est une protéine cytotoxique affectant 

aussi bien les bactéries, les parasites, les champignons que les cellules animales, et les protéines 

ECP (eosinophil cationic protein) et EDN (eosinophil derived neurotoxin). Ces granules 

contiennent aussi des enzymes comme des peroxydases (EPO (eosinophil peroxidase)), des NO 

Synthases (nitric oxide synthases), ou encore la métalloprotéase 9 et la collagénase qui 
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dégradent la matrice extracellulaire. Des cytokines sont aussi stockées dans ces granules comme 

l’IL-4, l’IL-6, l’IL-10, le GM-CSF, l’IL-8, le TNFα, CCL5 et des éotaxines. Les PNE 

synthétisent également des médiateurs lipidiques comme le PAF (platelet-activating factor), le 

LTC4 (leucotriène C4) et la PGE2. Ils luttent contre les pathogènes non seulement en libérant 

le contenu de leurs granules mais aussi en générant des ERO via la NADPH oxydase. 

Les PNE ont un rôle important dans le maintien de l’homéostasie intestinale. Les souris 

transgéniques déficientes pour ce type cellulaire ont un microbiote intestinal différent de celui 

de souris sauvages (Chu et al. 2014 et Jung et al. 2015), qui contient un nombre plus important 

de bactéries. Les PNE participent ainsi au développement et au maintien de l’immunité 

adaptative, notamment dans le tractus digestif. Ils sécrètent la protéine APRIL (activation and 

proliferation-induced ligand) essentielle à la survie des plasmocytes, dans la moelle osseuse 

hématopoïétique mais aussi dans la lamina prorpia intestinale. Cette protéine ainsi que la 

protéine BAFF (B cell-activating factor of the tumor necrosis factor family) et le TGFβ-1, peut 

également induire le switch des classes des immunoglobulines en faveur des IgA 

indépendamment des lymphocytes T (Cerutti 2008). La déplétion en PNE chez des souris 

engendre une diminution des plasmocytes et des d’anticorps IgA dans la lamina propria et une 

réduction du taux fécal de ces immunoglobulines (Chu et al. 2014). Chez ces souris, cette 

diminution concerne les plasmocytes synthétisant des IgA et le nombre de plasmocytes 

produisant des IgM est augmenté (Jung et al. 2015). Ces immunoglobulines sont impliquées 

dans la régulation du microbiote intestinal, lequel est pauvre en bactéries reconnues par les IgA 

chez des souris ne possédant pas de PNE.  

Les lymphocytes T de l’intestin sont aussi contrôlés par les PNE. Ainsi, les souris 

dépourvues en PNE ont moins de lymphocytes CD4+ et de lymphocytes Treg dans la lamina 

propria de l’intestin grêle et dans les PP (Chu et al. 2014). Par ailleurs, ces souris ont plus de 

lymphocytes Th17 que les souris sauvages ; il existe d’ailleurs une corrélation inverse entre le 

nombre de PNE et le nombre de lymphocytes Th17 chez des souris sauvages (Sugawara et al. 

2016). In vitro, les PNE provenant de l’intestin grêle favorisent la polarisation des lymphocytes 

T naïfs en lymphocytes Treg via la sécrétion de TGF-β1 et d’ALDH (aldehyde deshydrogénase) 

(H.-H. Chen et al. 2015). La perte de PNE chez les souris engendre une diminution du nombre 

d’ILC RORγt+ dans la lamina propria (Jung et al. 2015).   
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 Les cellules dendritiques (CD) 

Des cellules immunitaires sont à l’interface entre l’environnement et l’immunité 

adaptative ; ce sont des CPA, comme les cellules dendritiques (CD) et les macrophages. De 

nombreuses sous-populations de CD existent au sien de la lamina propria de l’intestin grêle. 

Ces cellules peuvent être classées selon qu’elles expriment le récepteur CD103 ou le récepteur 

CX3CR1 mais, à l’intérieur de ces deux grandes classes, des sous-populations peuvent être 

définies. Les CD sont composées d’un corps cellulaire duquel se déploie des dendrites capables 

de traverser l’épithélium intestinal et de piéger des micro-organismes dans la lumière intestinale 

(Figure 6). Les CD peuvent être activées par d’autres mécanismes comme par les cellules M 

(Neutra et al. 1999). Les micro-organismes peuvent être transportés par les cellules M, de la 

lumière intestinale vers la muqueuse, au niveau des PP, où des CD les réceptionnent. Les CD 

peuvent également reconnaître des antigènes associés à des cellules épithéliales apoptotiques 

ainsi que des molécules de faibles poids moléculaires transférées de la lumière intestinale vers 

la muqueuse par les cellules M (Huang et al. 2000 et McDole et al. 2012).  

Les CD reconnaissent les micro-organismes grâce à des récepteurs particuliers, les TLR. 

Que le micro-organisme soit capturé par la voie directe ou la voie indirecte par les CD, celles-

ci le digèrent et deviennent des cellules matures. Les CD présentent alors à leur surface des 

peptides microbiens et migrent au sein des ganglions mésentériques, où elles stimulent la 

différenciation de lymphocytes T et B naïfs (Figure 6). Dans les conditions homéostatiques, 

les CD exprimant le récepteur CD103 induisent la différenciation des lymphocytes T naïfs en 

lymphocytes Treg via la sécrétion de TGF-β et d’acide rétinoïque (C.-M. Sun et al. 2007). 

Cependant, les CD exprimant le récepteur CX3CR1 induisent préférentiellement la 

différenciation de lymphocytes T CD8, lesquels produisent des cytokines telles que l’IL-10, 

l’IL-13 et l’IL-9. L’IL-10 produite par ces cellules inhibe les lymphocytes T CD4+ pro-

inflammatoires. Ainsi, les CD maintiennent la tolérance vis-à-vis des antigènes non 

pathogéniques présents dans la lumière intestinale.  
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Modifié de https://socratic.org/questions/why-does-the-wall-of-the-small-intestine-need-a-

large-surface-area 

Lors de la rencontre avec certains micro-organismes, les CD peuvent induire la 

différenciation de lymphocytes pro-inflammatoires tels que les lymphocytes Th17 et Th1 

(Figure 6). Certaines CD CD103+ expriment les récepteurs TLR5 et TLR9. La flagelline, une 

protéine constitutive du flagelle bactérien, est reconnue par le récepteur TLR5. En réponse à ce 

stimulus, les CD induisent la différenciation des lymphocytes Th1 et Th17 et stimulent la 

maturation des lymphocytes B en plasmocytes qui sécrètent alors des immunoglobulines IgA 

(Uematsu et al. 2008). Chez la souris, la différenciation des lymphocytes Th17 par les CD 

requière la production d’IL-6 (Persson et al. 2013). Des CD sont également capables d’induire 

la production d’IgA par les plasmocytes indépendamment des lymphocytes T via la sécrétion 

des protéines APRIL et BAFF et du NO (Tezuka et al. 2011 et Tezuka et al. 2007). Ce switch 

Figure 6 : Représentation schématique de l’activation des lymphocytes des immunités 

innée et adaptative par les cellules dendritiques 

https://socratic.org/questions/why-does-the-wall-of-the-small-intestine-need-a-large-surface-area
https://socratic.org/questions/why-does-the-wall-of-the-small-intestine-need-a-large-surface-area
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en faveur des IgA est amplifié par les conditions environnantes, comme la présence d’acide 

rétinoïque et de TGF-β1 dans l’intestin. 

 Les cellules lymphoïdes de l’immunité innée (ILC) 

Les cellules lymphoïdes de l’immunité innée (ILC) sont divisées en trois catégories 

selon l’expression de facteurs de transcription. Ainsi, on distingue les ILC1, ILC2 et ILC3. Ces 

trois types cellulaires sont présents dans la lamina propria de l’intestin grêle. Ils jouent un rôle 

important dans la protection contre les pathogènes et dans l’homéostasie intestinale. Les ILC 

possèdent des caractéristiques communes, comme l’expression du récepteur à l’IL-2, CD25, et 

le récepteur IL-7R (CD127). Les ILC1 contribuent à la lutte contre les micro-organismes 

intracellulaires tels que certaines bactéries et les virus. Elles sont divisées en sous-populations, 

parmi lesquels on distingue les cellules cNK (conventional natural killer). Les ILC2 sont 

activées en réponse à des parasites ou des helminthes et les ILC3 en réponse à des bactéries 

extracellulaires et des champignons. Les ILC peuvent être activées par des cellules de 

l'immunité innée comme par les cellules de l’épithélium intestinal. La sécrétion d’IL-12 et d’IL-

18 par des CD ou des macrophages en réponse à un stimulus active les ILC1. En revanche, la 

sécrétion d’IL-23 et d’IL-1β par ces CPA stimule les ILC3. Des cellules de l’épithélium 

intestinal, quant à elles, peuvent activer les ILC2 via la sécrétion d’IL-33, de d’IL-25 ou encore 

de TSLP (thymic stromal lymphopoietin).  

La distribution des ILC n’est pas homogène tout au long du tractus gastro-intestinal 

(Krämer et al. 2017). Le nombre d’ILC augmente progressivement de la partie proximale de 

l’intestin jusque dans la partie la plus distale. Les ILC1 sont majoritairement présentes dans le 

haut du tractus gastro-intestinal (œsophage, estomac et duodénum), les ILC2 sont faiblement 

présentes dans l’ensemble du tube digestif et les ILC3 sont principalement localisées dans 

l’iléon et le colon. Les ILC1 protègent l’organisme contre des pathogènes tels que Salmonella 

enterica ou encore Toxoplasma gondii via la production de cytokines pro-inflammatoires telles 

que le TNFα et l’IFNγ (Klose et al. 2013 et Klose et al. 2014). Les ILC2 luttent contre les 

parasites, et tout particulièrement les helminthes, en sécrétant des cytokines telles que l’IL-5, 

l’IL-13 et l’IL-4. Ces cytokines induisent l’activation des PNE qui jouent un rôle important 

dans la destruction de ces pathogènes. Les ILC2 ont également un rôle dans le maintien de 

l’intégrité de l’épithélium intestinal et dans sa réparation. L’activation des ILC2 par l’IL-33 

induit leur sécrétion d’amphiréguline (Areg). Dans le modèle murin de colite au DSS, le nombre 

d’ILC2 synthétisant de l’Areg est augmenté (Monticelli et al. 2015). Dans ce modèle, l’Areg 
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protège les souris de l’inflammation intestinale et diminue la sévérité des lésions. Les ILC3 ont 

un rôle important dans le maintien de l’intégrité de la barrière intestinale. Ces cellules 

synthétisent notamment les cytokines IL-17 et IL-22. Cette dernière stimule la production de 

peptides antimicrobiens par les cellules de l’épithélium intestinal et ainsi contribue au contrôle 

du microbiote (Mukherjee et Hooper 2015). La cytokine IL-17 sécrétée par les ILC3 permet de 

défendre l’organisme contre des bactéries telles que Citrobacter rodentium (Sonnenberg et al. 

2012). Les ILC3 stimulent la production d’IgA indépendante des lymphocytes T par les 

plasmocytes (Tsuji et al. 2008). Ces différents mécanismes permettent de contrôler le 

microbiote intestinal à proximité de l’épithélium. Certaines ILC3 régulent également l’activité 

des lymphocytes T reconnaissant des bactéries commensales. Les ILC3 possédant cette 

fonction expriment à leur surface des molécules du CMH de type II. Elles interagissent grâce à 

celles-ci avec les lymphocytes T CD4+ spécifiques de bactéries commensales et les éliminent 

(Hepworth et al. 2013).     

Les cellules NK intestinales sont une sous-population de lymphocytes ILC1 (Spits et al. 

2013). Ces cellules sont produites dans la moelle osseuse hématopoïétique puis migrent vers la 

muqueuse intestinale. Dans les conditions homéostatiques, des cellules NK matures et 

immatures sont présentes dans l’intestin (Ivanova et al. 2014). La majorité des cellules NK 

intestinales exprime le récepteur CD56 mais pas le récepteur CD16 (cellules NK CD56bright 

CD16-) ; ces cellules sont considérées comme immatures. La proportion de cellules NK 

matures, c’est-à-dire CD56dimCD16+, est faible au sein de l’intestin grêle (Lindgren et al. 2010). 

Les cellules NK matures sont cytolytiques et produisent des cytokines pro-inflammatoires telles 

que l’IFNγ. En revanche, les cellules NK immatures ont une faible capacité de cytolyse mais 

sécrètent de l’IFNγ. En cas d’infection, le phénotype des cellules NK change et s’adapte pour 

lutter contre la menace. In vitro, ces cellules en présence d’oligonucléotides d’ADN du Bacille 

Calmette Guérin (BCG) produisent de l’IFNγ qui augmente par une voie autocrine leur 

cytotoxicité (Iho et al. 1999). La reconnaissance de ces oligonucléotides est spécifique ; une 

modification de leurs séquences diminue la réponse des cellules NK.  

 Les autres cellules de l’immunité innée 

D’autres cellules de l’immunité innée sont présentes au sein de la muqueuse intestinale, 

comme les lymphocytes MAIT (mucosal-associated invariant T), et iNKT (invariant natural 

killer T). Les lymphocytes MAIT sont principalement présents dans le jéjunum, ils sont 

caractérisés par l’expression d’un TCR semi-invariant incluant l’association des chaînes Vα7.2 
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et Jα33 chez l’homme et Vα19 et Jα33 chez la souris avec un nombre limité de chaînes Vβ. Ces 

cellules possèdent une forte activité antimicrobienne. Elles reconnaissent des métabolites 

dérivés de produits microbiens, comme les vitamines B, et présentés par les CPA via la protéine 

de surface MR1 (MHC class I-related protein) (Kjer-Nielsen et al. 2012). Les cellules MAIT 

sont également activées par des cytokines telles que l’IL-18 et l’IL-12. Elles peuvent être 

directement activées par des cellules infectées par des micro-organismes. En réponse à ces 

stimuli, les cellules MAIT synthétisent des cytokines telles que l’IFNγ, le TNFα, l’IL-17 et 

l’IL-22 et peuvent exercer leur activité cytolytique (Howson, Salio, et Cerundolo 2015).        

Les lymphocytes iNKT expriment un TCR semi-invariant composé des chaînes Vα14-

Jα18/Vβ8.2, -7, ou -2 chez la souris et des chaînes Vα24-Jα18/Vβ11 chez l’homme. Ces cellules 

reconnaissent des glycolipides présentés par la molécule du CMH de type I CD1d et peuvent 

sécréter diverses cytokines (Van Kaer et Wu 2018). Elles sont classées en sous-populations 

suivant leur signature cytokinique. Quatre populations d’iNKT sont définies : les iNKT1, 

iNKT2, iNKT10 et iNKT17 sécrétant respectivement de l’INFγ, de l’IL-4, de l’IL-10 et de l’IL-

17. Les iNKT majoritairement présents dans l’intestin grêle sont les iNKT2, mais la proportion 

de ces cellules dans la muqueuse digestive est faible (environ 0,5%).   

I.1.3.2. Les cellules de l’immunité adaptative 

De nombreux lymphocytes sont présents dans la muqueuse intestinale. Ces cellules ont 

un rôle primordial dans le maintien de l’homéostasie intestinale. Parmi l’ensemble des 

lymphocytes de la lamina propria de l’intestin grêle, il y a notamment des lymphocytes T 

helper, des lymphocytes T régulateurs, des lymphocytes T cytotoxiques mais aussi des 

lymphocytes Tγδ, des lymphocytes T folliculaires et des lymphocytes B.  

Ici, je ne décrie que les principaux lymphocytes présents de la lamina propria dans les 

conditions homéostatiques et ceux étudiés au cours de notre étude, soit les lymphocytes T 

helper, les lymphocytes T régulateurs et les lymphocytes B (Figure 5).     

 Les lymphocytes T helper  

Plusieurs lymphocytes T helper (Th), aussi appelés T auxiliaires, sont présents dans la 

lamina propria de l’intestin grêle. Il y a notamment des lymphocytes Th1, Th2, Th17, mais 

aussi Th22. Dans les conditions homéostatiques, la différenciation de ces cellules est contrôlée 

afin de conserver la tolérance immunitaire. 
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Les lymphocytes Th1 sont impliqués dans la défense de l’organisme contre des micro-

organismes intracellulaires. Leur activation est notamment induite par les cytokines IL-12 et 

IFNγ produites par les CPA lors de la présentation antigénique. Les lymphocytes Th2 répondent 

notamment à l’IL-4. Ils ont un rôle important dans la lutte contre les parasites, notamment les 

helminthes et sécrètent majoritairement les cytokines IL-4, IL-5 et IL-13. Le nombre de 

lymphocytes Th2 est restreint dans la muqueuse intestinale dans les conditions physiologiques. 

La différenciation des lymphocytes Th17 peut être induite par plusieurs associations de 

cytokines IL-6, TGF-β, IL-21, IL-23 et l’IL-1β (Korn et al. 2007 et Ghoreschi et al. 2010). Les 

lymphocytes Th17, comme les ILC3, contribuent à la défense de l’organisme contre les micro-

organismes extracellulaires. Ces cellules synthétisent les cytokines IL-17A et IL-17F qui 

participent au recrutement et à l’activation des PNN pour favoriser l’élimination des micro-

organismes. Les lymphocytes Th17 jouent un rôle majeur dans l’homéostasie intestinale en 

sécrétant de l’IL-22 qui stimule la production de peptides antimicrobiens par les cellules 

épithéliales et la sécrétion de mucus par les cellules caliciformes. Les lymphocytes Th22 sont 

impliqués dans la réparation tissulaire et la production de peptides antimicrobiens. Ces cellules 

produisent majoritairement de l’IL-22 et du TNFα mais, contrairement aux lymphocytes Th17, 

elles ne sécrètent pas d’IL17 (Eyerich, Dimartino, et Cavani 2017). La différenciation des 

lymphocytes Th22 est induite par l’IL-6 indépendamment de la présence de TGF-β. La 

production d’IL-22 par ces cellules requiert l’expression du facteur de transcription T-bet et le 

récepteur AHR (aryl hydrocarbon receptor). Les lymphocytes Th22 protègent activement 

l’organisme contre des pathogènes puisque, par exemple, leur sécrétion d’IL-22 protège les 

souris d’une infection par la bactérie entérique Citrobacter rodentium (Basu et al. 2012).    

 Les lymphocytes T régulateurs 

Dans les conditions homéostatiques, les lymphocytes T régulateurs (Treg) sont 

prédominants dans la lamina propria par rapport aux lymphocytes T helper. Ces cellules 

participent activement à la tolérance immunitaire. Les lymphocytes Treg regroupent plusieurs 

populations de lymphocytes CD4+. Certains lymphocytes Treg peuvent exprimer le facteur de 

transcription FoxP3. La différenciation de ces cellules a lieu soit dans le thymus (lymphocytes 

Treg) soit sur des sites extra-thymiques (lymphocytes pTreg pour peripheral Treg) (comme 

l’intestin) (Abbas et al. 2013). Elle est induite par le TGF-β mais également par l’acide 

rétinoïque produit par des CD en réponse à des stimuli bactériens ou encore par les antigènes 

et des métabolites microbiens. En effet, des bactéries du microbiote commensal sécrètent des 

acides gras à chaîne courte (AGCC), comme le butyrate, capables d’induire la différenciation 
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des lymphocytes Treg en favorisant l’expression de FoxP3 (Furusawa et al. 2013). Des antigènes 

bactériens tels que le polysaccharide A (PSA), exprimé à la surface de la bactérie commensale 

Bacteroides fragilis, stimulent la différenciation des lymphocytes Treg (Mazmanian, Round, et 

Kasper 2008). Ces mécanismes par lesquels les bactéries commensales favorisent le 

développement des lymphocytes Treg visent à protéger l’intestin d’une réponse inflammatoire 

excessive et inappropriée face à des micro-organismes non pathogènes.  

Les lymphocytes Treg sécrètent des cytokines anti-inflammatoires, telles que l’IL-10 et 

le TGF-β. Il semblerait que les lymphocytes Treg FoxP3+ peuvent également bloquer l’activation 

des lymphocytes T helper par les CPA (Walker et Sansom 2015). En effet, les lymphocytes Treg 

FoxP3+ expriment à leur surface la protéine CTLA4 (Cytotoxic T-lymphocyte associated 

protein 4) qui interagit avec les molécules CD80 et CD86 exprimées par les CD, ce qui limite 

la liaison entre les molécules CD80 et CD86 avec la protéine CD28 exprimée par les 

lymphocytes T. Cette stratégie bloque l’expansion des lymphocytes T. Au sein de la muqueuse 

intestinale, les lymphocytes Treg inhibent en particulier les lymphocytes Th17 très actifs contre 

les bactéries et les champignons extracellulaires (Huber et al. 2011). L’inhibition de ces 

lymphocytes est en partie due à l’IL-10.  

D’autres cellules T régulatrices, appelées Tr1 pour « T regulatory type 1 », sont 

impliquées dans le maintien de la tolérance immune au sein de la muqueuse intestinale. Ces 

cellules n’expriment pas le facteur de transcription FoxP3. Comme les lymphocytes Treg 

FoxP3+, elles sécrètent de l’IL-10 et contrôlent l’activation et l’expansion des lymphocytes T 

via les protéines CTLA4 et PD-1 (Programmed cell death 1), deux molécules inhibitrices des 

lymphocytes T (Roncarolo et al. 2014). 

 Les lymphocytes B 

Les lymphocytes B sont localisés non seulement au sein de la lamina propria mais aussi 

dans les PP, les FLI et les ganglions mésentériques. Les immunoglobulines sécrétées par les 

plasmocytes dans l’intestin sont principalement des IgA. Par exemple, dans le jéjunum et le 

duodénum 79% des plasmocytes produisent des IgA, 18% de ces cellules synthétisent des IgM 

et seulement 3% sécrètent des IgG (Brandtzaeg et al. 1999). La maturation des lymphocytes B 

dans ces structures peut être induite par les lymphocytes T. Dans ce cas, le ligand CD40L 

présent sur les lymphocytes T activés se fixe sur son récepteur exprimé à la surface des 

lymphocytes B. Cette interaction entre les lymphocytes T et B provoque la prolifération des 

lymphocytes B et la synthèse des enzymes et des facteurs protéiques nécessaires au switch des 
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classes d’immunoglobulines. Le switch des classes se fait au bénéfice des IgA. L’activation des 

lymphocytes B peut également se faire indépendamment de leur interaction avec les 

lymphocytes T. Ainsi, le TGF-β, l’IL-10 et l’acide rétinoïque contribuent à la maturation des 

lymphocytes B ou au switch des classes des immunoglobulines (van Vlasselaer, Punnonen, et 

de Vries 1992 et Seo et al. 2014). La protéine IGIP (IgA-inducing protein) produite par les CD 

induit également le switch des classes en faveur des IgA (Endsley et al. 2009). La protéine 

APRIL, sécrétée par des cellules immunitaires résidentes telles que les PNE et des CD mais 

aussi par les CEI, peut via sa fixation sur les récepteurs TACI (Transmembrane activator and 

CALM interactor) et BCMA (B cell maturation antigen) induire le switch des classes en faveur 

des IgA (He et al. 2007). La protéine APRIL, le facteur BAFF et la cytokine IL-6 contribuent 

à la survie des plasmocytes (Mesin et al. 2011). Ces protéines permettent le maintien de niches 

de survie de plasmocytes notamment au niveau des cryptes de l’intestin. 

Une fois produites, les IgA se fixent sur le récepteur pIgR (polymeric Ig receptor) 

exprimé sur la membrane basolatérale des entérocytes. Ce récepteur permet le transport des 

immunoglobulines IgA et IgM dans la lumière intestinale. Une fois libérés, les anticorps fixent 

leurs antigènes, en particulier bactériens, et les neutralisent.   

I.2.  La capacité migratoire des cellules immunitaires intestinales 

I.2.1.  Le chimiotactisme : définition 

La majorité des cellules immunitaires présentes dans l’intestin est produite sur des sites 

extra-intestinaux, comme la moelle osseuse hématopoïétique, puis migrent, via le processus de 

chimiotactisme, jusque dans l’intestin. Ce mécanisme est possible grâce à des récepteurs 

exprimés à la surface des cellules immunitaires et à leurs ligands, les chimiokines. Les 

chimiokines sont une grande famille de petites cytokines (8-14kDa). La structure de ces 

protéines est conservée ; elle se compose d’une courte extrémité N-terminale, d’une boucle à 

cette extrémité, de trois feuillets beta antiparallèles et d’une hélice alpha en position C-terminale 

(Miller et Mayo 2017) (Figure 7). Les chimiokines possèdent plusieurs cystéines qui forment 

des ponts disulfures et participent ainsi au maintien de la structure de ces protéines. Il existe 

quelques particularités pour certaines chimiokines. Ainsi, les chimiokines CX3CL (CX3C 

chemokine ligand) 1 et CXCL16 possèdent une extrémité C-terminale plus longue, contenant 

une séquence de type mucine et un domaine transmembranaire (Matloubian et al. 2000). 

D’autres cytokines telles que CCL6, CCL9, CCL15 et CCL23 présentent une séquence N-

terminale qui peut être clivée, ce qui améliore les capacités d’activation de leurs récepteurs 
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(Berahovich et al. 2005). Cette particularité permet le maintien des chimiokines à la surface des 

cellules ; elles peuvent être libérées dans l’espace extra-cellulaire suite à un clivage 

protéolytique. La fonction commune à l’ensemble des chimiokines est l’attraction des cellules 

sur leur site d’intérêt. Les chimiokines sont classées en quatre familles selon le nombre d’acides 

aminés séparant les deux résidus cystéines hautement conservés dans la partie N-terminale de 

la protéine. Ainsi, on distingue la famille des chimiokines CC pour lesquelles les cystéines sont 

l’une à côté de l’autre, les familles de chimiokines CXC et CX3C, dans ce cas les cystéines sont 

séparées par, respectivement, un et trois acides aminés et la famille des chimiokines XCL (XC 

chemokine ligand) qui ne possède qu’une cystéine en position N-terminale (cette famille ne 

contient que deux membres, les lymphotactines alpha et beta). Les chimiokines forment un 

gradient de concentration décroissant du site de leur production vers les cellules cibles. Elles se 

fixent sur des récepteurs cellulaires spécifiques, qui permettent la migration des cellules cibles 

selon le gradient de concentration jusqu’à leur destination.   

 

 

 

 

 

 

De Miller et Mayo 2017 

Les récepteurs aux chimiokines sont des récepteurs de surface à sept domaines 

transmembranaires couplés aux protéines G (RCPG). Il existe des récepteurs dits 

« conventionnels » et des récepteurs dits « atypiques ». Les récepteurs conventionnels sont au 

nombre de 18. La nomenclature de ces récepteurs est basée sur le groupe de chimiokines auquel 

appartient son ou ses ligand(s). Ainsi, on distingue les récepteurs CCR (CC chemokine 

receptor), CXCR (CXC chemokine receptor), CX3CR (CX3C chemokine receptor) et CR (C 

chemokine receptor). Il existe 10 récepteurs CCR, 6 récepteurs CXCR, 1 récepteur XCR et 1 

récepteur CX3CR. Les chimiokines se fixent sur leur récepteur via la boucle présente dans leur 

partie N-terminale. Plusieurs chimiokines peuvent reconnaître le même récepteur (Figure 8) ; 

Figure 7 : Représentation tridimensionnelle de la superposition des structures de 

sept chimiokines (CXCL4, CXCL8, CXCL12, CXCL13, CCL5, CC14, CCL20) 
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par exemple, les chimiokines CCL3, CCL4 et CCL5 se fixent sur le récepteur CCR5. Par 

ailleurs, une chimiokine peut interagir avec plusieurs récepteurs (Figure 8) ; par exemple, 

CCL5 reconnaît les récepteurs CCR1, CCR3 et CCR5. Certaines chimiokines sont des 

antagonistes. Par exemple, la chimiokine CCL18 inhibe le recrutement des cellules 

immunitaires initié par le récepteur CCR3 (Nibbs et al. 2000). Des protéines autres que des 

chimiokines peuvent activer les récepteurs conventionnels, c’est notamment le cas de 

défensines et de la protéine HMGB1 (high mobility group box 1) (Yang et al. 1999 et Schiraldi 

et al. 2012). Les récepteurs atypiques sont des homologues des récepteurs conventionnels ; ils 

fixent les chimiokines mais ne transmettent pas de signal via les protéines G. Ils agissent donc 

comme des piégeurs de chimiokines et limitent ainsi leur action (Bachelerie et al. 2014).  
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De Hughes et Nibbs 2018 

Les chimiokines ont beaucoup d’autres fonctions que le recrutement des cellules 

immunitaires. Elles interviennent en particulier dans la prolifération, la survie, la 

différenciation, la production de cytokines, la dégranulation et la libération d’ERO, mais ont 

bien d’autres rôles (Figure 9) (López-Cotarelo et al. 2017). Ainsi, les chimiokines participent 

à la défense de l’organisme mais également à son développement ; la chimiokine CXCL12, par 

Figure 8 : Représentation des récepteurs aux chimiokines et de leurs 

interactions avec leurs ligands 
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exemple, participe au développement de gros vaisseaux sanguins, notamment ceux irriguant le 

tractus digestif et les reins (Takabatake et al. 2009).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

De Hughes et Nibbs 2018 

Les récepteurs aux chimiokines ne sont pas exclusivement exprimés à la surface des 

cellules immunitaires. De nombreuses cellules résidentes telles que les neurones, les cellules 

épithéliales, les cellules endothéliales ou encore et les chondrocytes possèdent des récepteurs 

aux chimiokines. Les chimiokines régulent l’activité de ces cellules. Ainsi, ces cytokines sont 

capables de réguler les grandes fonctions de l’organisme comme l’angiogenèse et le 

renouvellement de la matrice extracellulaire (MEC) du cartilage (Dimberg 2010 et Borzì et al. 

2000).  

I.2.2.  Rôle du chimiotactisme dans le recrutement des cellules immunitaires 

dans l’intestin grêle 

Les cellules immunitaires de l’intestin contrôlent l’homéostasie intestinale et assurent 

la protection de l’organisme. Lors d’une lésion de la barrière intestinale et/ou de l’entrée de 

micro-organismes dans la muqueuse, les cellules constitutivement présentes luttent contre 

Figure 9 : Représentation des différentes fonctions des chimiokines et de 

leurs récepteurs 
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l’agression. D’autres cellules immunitaires sont également recrutées sur le site lésé afin 

d’éliminer efficacement et rapidement la menace et de réparer le tissu endommagé. Dans les 

deux cas, les cellules immunitaires migrent dans l’intestin grâce au processus de chimiotactisme 

(Figure 10).  

D’après Matsushima et al. 2011 

Dans la moelle osseuse hématopoïtique les PNN, les lymphocytes B, les monocytes 

expriment le récepteur CXCR4 (Mercier, Ragu, et Scadden 2011). Ces cellules en cours de 

maturation sont retenues dans la moelle osseuse grâce à la chimiokine CXCL12, un ligand de 

CXCR4. La migration des leucocytes de la moelle osseuse vers les vaisseaux sanguins puis vers 

les organes périphériques implique des chimiokines particulières spécifiques à chaque type 

cellulaire. Les PNN matures, prêts à quitter la moelle osseuse, ont une expression de CXCR4 

diminuée et expriment à leur surface le récepteur CXCR2 (Suratt et al. 2004 et Mercier, Ragu, 

et Scadden 2011). La fixation des chimiokines CXCL1 et CXCL2 sur ce récepteur induit la 

libération des PNN dans la circulation sanguine. La sortie médullaire des monocytes est, quant 

à elle, possible grâce à l’expression du récepteur CCR2 et à son interaction avec la chimiokine 

CCL2. Le récepteur CCR2 est indispensable puisque son blocage pharmacologique ou la 

délétion de son gène chez la souris provoquent une diminution drastique du nombre de 

monocytes circulants (Wang et al. 2009 et Serbina et Pamer 2006). Les PNE expriment 

plusieurs récepteurs aux chimiokines à leur surface. Le GM-CSF, l’IL-5 et l’IL-3 induisent la 

maturation des PNE dans la moelle osseuse puis l’IL-5, via sa fixation sur son récepteur (IL-

5R), initie leur migration vers les tissus. Ensuite, des chimiokines telles les éotaxines 1, 2 et 3, 

aussi appelées CCL11, CCL24 et CCL26 respectivement, recrutent les PNE au sein des tissus. 

Figure 10 : Illustration des principales cellules immunitaires intestinales et de leurs 

récepteurs aux chimiokines 
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Ces cytokines se fixent sur un récepteur en particulier, le récepteur CCR3. Ce dernier possède 

d’autres ligands, comme CCL5, CCL7 et CCL13. Le récepteur CCR3 joue un rôle 

particulièrement important dans la migration des PNE vers la muqueuse intestinale puisque les 

souris déficientes pour ce récepteur ont 7 fois moins de PNE dans l’intestin que les souris 

sauvages alors qu’elles possèdent un nombre similaire de cellules dans les poumons (Humbles 

et al. 2002). Les chimiokines éotaxines et CCL5 sont fortement exprimées dans le jéjunum 

(Matthews et al. 1998). Dans les pathologies intestinales telles que la MC ou la rectocolite 

hémorragique (RCH), le nombre de PNE ainsi que l’expression des éotaxines 1 et 2 sont 

augmentés au sein des tissus inflammatoires (Ahrens et al. 2008). Dans le modèle murin de 

colite au DSS, le même phénomène a été rapporté. Le recrutement massif de ces cellules est dû 

principalement à l’éotaxine 1 sécrétée par les macrophages et les cellules de l’épithélium 

intestinal (Ahrens et al. 2008 et Waddell et al. 2011).  

La chimiokine CCL25, sécrétée par les cellules épithéliales intestinales, contribue au 

recrutement des lymphocytes T dans la lamina propria, via l’activation du récepteur CCR9. En 

effet, les lymphocytes T mémoires et effecteurs, ainsi que les lymphocytes T activés dans les 

GALT suite à la reconnaissance d’un antigène, expriment CCR9 (Hart et al. 2010). En fonction 

de la polarisation des lymphocytes T, d’autres chimiokines peuvent participer à leur migration. 

Les lymphocytes Th17 ont un rôle primordial dans la muqueuse intestinale ; ils participent 

activement à la défense de l’organisme. La chimiokine CCL20, un ligand du récepteur CCR6 

exprimé à la surface des lymphocytes Th17, favorise le recrutement de ces cellules dans la 

muqueuse intestinale. En effet, les souris déficientes pour le récepteur CCR6 présentent un 

défaut de migration des lymphocytes Th17 dans la lamina propria et dans les PP (Chuanwu 

Wang et al. 2009). Le TGF-β1 induit l’expression de CCR6 à la surface des lymphocytes Th17 

alors que l’IL-2 la réprime. D’autres récepteurs aux chimiokines sont impliqués dans la 

localisation des lymphocytes Th17 dans la muqueuse intestinale. Les récepteurs CCR7 et 

CXCR5 sont fortement exprimés par les lymphocytes Th17 des PP alors que peu de 

lymphocytes Th17 de la lamina propria les expriment (C. Wang et al. 2009). En revanche, le 

récepteur CCR9 est préférentiellement localisé sur les lymphocytes Th17 de l’intestin grêle. 

Des lymphocytes Th17 de la muqueuse intestinale peuvent aussi présenter le récepteur CCR4. 

D’autres lymphocytes expriment le récepteur CCR6, c’est notamment le cas de certaines 

cellules lymphoïdes ILC3 (ILC3 CCR6+) et des lymphocytes Treg. Les cellules ILC3 CCR6+ 

sont principalement localisées dans les ganglions mésentériques, les cryptopatches et les FLI 

(Satoh-Takayama et al. 2014). La migration de ces cellules vers les ganglions mésentériques 
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est dépendante de l’interaction du récepteur CCR7 avec la chimiokine CCL21 (Mackley et al. 

2015). Les lymphocytes Treg sont très abondants dans la lamina propria de l’intestin grêle ; ils 

veillent à la tolérance immune et participent ainsi au maintien de l’homéostasie intestinale. Ces 

cellules expriment, comme l’ensemble des lymphocytes, le récepteur CCR9. La chimiokine 

CCL25 produite par les cellules épithéliales intestinales permet le recrutement de lymphocytes 

Treg dans la lamina propria intestinale (Wermers et al. 2011). Les lymphocytes Treg de la lamina 

propria de l’intestin grêle expriment aussi le récepteur CCR4 (Guo et al. 2008). Cependant, ce 

récepteur semble davantage exprimé sur des lymphocytes Treg mémoires et ne semble pas 

participer activement à la migration cellulaire (Grindebacke et al. 2009). Les lymphocytes Th1 

de la muqueuse intestinale expriment, dans les conditions homéostatiques, les récepteurs aux 

chimiokines CCR5 et CXCR3. Au cours du développement d’une maladie inflammatoire 

chronique de l’intestin (MICI), ces cellules sont activement recrutées dans la muqueuse 

inflammatoire via l’interaction du récepteur CXCR3 avec les chimiokines CXCL9, CXCL10 et 

CXCL11 (Kulkarni, Pathak, et Lal 2017).       

Les chimiokines CCL21 et CCL19 sont très présentes dans les ganglions mésentériques. 

Ces chimiokines activent notamment le récepteur CCR7 exprimé sur plusieurs cellules 

immunitaires dont les CD et les lymphocytes T et B. La chimiokine CCL21 est également 

présente dans les vaisseaux sanguins irriguant les ganglions (Figure 11B). Elle est immobilisée 

sur la paroi interne des vaisseaux et son interaction avec le récepteur CCR7 engendre 

l’activation de la protéine LFA1 (lymphocyte function-associated antigen 1) qui se fixe à la 

protéine ICAM1 (intracellular adhesion molecule 1) présente à la surface des cellules 

endothéliales. Ainsi, les lymphocytes se figent et leur transmigration du sang vers les ganglions, 

dans la zone des lymphocytes T, est effectuée (Masopust et Schenkel 2013). Les lymphocytes 

peuvent également migrer vers les ganglions via les vaisseaux lymphatiques. Cette voie 

implique également l’activation du récepteur CCR7 (Figure 11A). Dans la zone T des 

ganglions, la chimiokine CCL19 stimule dans un premier temps la mobilité des lymphocytes 

T, ce qui favorise les interactions entre ces cellules et les CD. Puis CCL19 induit 

l’internalisation transitoire du récepteur CCR7, ce qui engendre une diminution progressive de 

la rétention des lymphocytes dans le ganglion (Bardi et al. 2001). Par ailleurs, les lymphocytes 

deviennent au cours du temps de plus en plus sensibles à la protéine S1P (Sphingosine-1-

phosphate). Ces mécanismes permettent la sortie des lymphocytes T du ganglion vers les 

vaisseaux (Masopust et Schenkel 2013). 
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D’après David Masopust et Schenkel 2013 

Le récepteur CCR7 ne permet pas seulement la migration des lymphocytes T au sein 

des ganglions ; il est également indispensable à la migration des CD de la lamina propria de 

l’intestin grêle vers les ganglions mésentériques (Jang et al. 2006). Les CD plasmacytoïdes 

(CDp) présentes dans la muqueuse intestinale expriment des récepteurs TLR7 et TLR9 qui leur 

confèrent une activité anti-virale. L’interaction des CDp avec un antigène stimule l’expression 

du récepteur CCR7 à leur surface, ce qui favorise leur migration dans les ganglions 

mésentériques (Lombardi et Khaiboullina 2014 et Seth et al. 2011). En revanche, la migration 

des CD de la moelle osseuse vers les organes périphériques ne dépend pas de l’interaction du 

récepteur CCR7 avec les chimiokines CCL19 et/ou CCL21 ; en effet, les souris déficientes pour 

ce récepteur ont une diminution du nombre de CDp dans les ganglions mais pas dans la rate, ni 

dans la moelle osseuse (Seth et al. 2011). Le récepteur CCR9, via son interaction avec la 

chimiokine CCL25, permet également la mobilité des CDp dans la muqueuse intestinale 

(Wendland et al. 2007).    

Figure 11 : Illustration de la circulation des lymphocytes dans les ganglions (A) et 

du rôle du récepteur CCR7 dans la migration de ces cellules des vaisseaux sanguins 

vers les ganglions (B) 
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Les chimiokines et leurs récepteurs participent au développement des organes 

lymphoïdes secondaires en initiant la migration des cellules. Par exemple, les récepteurs 

CXCR5 et CCR7 sont exprimés par des cellules LTi. Ces dernières sont impliquées dans la 

mise en place des PP, des cryptopatches et des ganglions mésentériques. Les chimiokines 

CCL21, CCL19, deux ligands du récepteur CCR7, et la chimiokine CXCL13, un ligand de 

CXCR5, sont sécrétées au sein des organes lymphoïdes secondaires, notamment par des CD et 

des cellules mésenchymateuses (Eberl et al. 2004 et Comerford et al. 2013). Les lymphocytes 

B sont des cellules majeures des PP et des ganglions lymphatiques dans lesquels ils sont recrutés 

par chimiotactisme via les veinules de l’endothélium. La migration des lymphocytes B dans les 

ganglions lymphatiques nécessite les récepteurs aux chimiokines CCR7 et CXCR4. Ces deux 

récepteurs ainsi que le récepteur CXCR5 sont également importants pour la migration des 

lymphocytes B dans les PP (Okada et al. 2002).  

Certaines associations chimiokines-récepteurs peuvent jouer plusieurs rôles. Par 

exemple, en plus de la localisation et la rétention des cellules sur des sites bien définis, l’activité 

cellulaire peut être orchestrée par les chimiokines. Ainsi, la chimiokine CXCL16, sécrétée par 

certaines CD de l’intestin, permet, via l’activation avec le récepteur CXCR6, la rétention des 

ILC3 Nkp46+ dans la lamina propria (Melo‐Gonzalez et Hepworth 2017). Ce couple CXCL16-

CXCR6 est également impliqué dans la défense de l’organisme contre des pathogènes tels que 

Citrobacter rodentium (Satoh-Takayama et al. 2014). En effet, la délétion du gène cxcr-6 chez 

la souris conduit à la disparition des cellules ILC3 Nkp46+, ainsi qu’à la diminution de la 

production de la cytokine IL-22 (fortement produite par ces cellules et très impliquée dans la 

lutte contre les pathogènes) ; ces souris sont incapables de se défendre contre C. rodentium. Les 

récepteurs CXCR1 et CXCR2 contrôlent l’activité des PNN. L’activation de ces récepteurs 

permet la formation des NET, la dégranulation et la libération de protéines bactéricides par ces 

cellules.  

Les peptides antimicrobiens ont un pouvoir chimioattractant ; plusieurs α-défensines 

telles que HNP1, HNP3 et HD (human defensin) 5 induisent la migration des macrophages, des 

mastocytes et des lymphocytes (Grigat et al. 2007). L’α-défensine HD5 est majoritairement 

produite par les cellules de Paneth alors que les α-défensines HNP1 et HNP3 sont sécrétées par 

les PNN. Certains récepteurs aux chimiokines répondent non seulement à plusieurs chimiokines 

mais aussi à d’autres stimuli, tels que des peptides antimicrobiens. En effet, les β-defensines 1 

et 2 (HDB1 et HDB2 respectivement) interagissent avec le récepteur CCR6 chez l’homme et 
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les β-defensines 2 et 3 activent ce récepteur chez la souris (Williams 2004). Ces peptides anti-

microbiens sont produits dans les muqueuses par les cellules épithéliales.  

Les cellules immunitaires de la muqueuse intestinale expriment continuellement leurs 

récepteurs aux chimiokines de sorte que, sous certaines conditions, elles peuvent migrer vers 

des sites extra-intestinaux ; la muqueuse intestinale est donc un réservoir à cellules 

immunitaires. Les lymphocytes Th17 intestinaux peuvent, via un mécanisme CCR6-CCL20 

dépendant, migrer vers les reins lors de l’induction d’une pathologie rénale chez la souris 

(Krebs et al. 2016). La chimiokine CCL25 est relativement spécifique au recrutement des 

lymphocytes dans la muqueuse intestinale dans les conditions homéostatiques. Certaines 

pathologies hépatiques, comme la cholangite sclérosante primitive, se développent 

simultanément avec des pathologies inflammatoires de l’intestin. De ce cas, la chimiokine 

CCL25 est observée au sein des sinusoïdes hépatiques ainsi que des lymphocytes T effecteurs 

et mémoires exprimant CCR9 (Salmi et al. 2015). Ces exemples montrent que les cellules 

immunitaires de la muqueuse intestinale peuvent migrer vers des sites extra-intestinaux et 

participer au déclenchement de pathologies inflammatoires.    

I.3.  Les cellules de l’immunité de type 3 dans l’homéostasie intestinale 

I.3.1.  Les cellules de l’immunité de type 3 : caractéristiques et différenciation 

L’immunité de type 3 joue un rôle majeur dans le maintien de l’homéostasie intestinale, 

en luttant contre les micro-organismes extérieurs. L’immunité de type 3 repose d’une part sur 

des cellules de l’immunité innée, avec le groupe des ILC3 et, d’autre part, sur des cellules de 

l’immunité adaptative, avec les lymphocytes Th17 (Figure 12).  

Les cellules lymphoïdes ILC3 expriment le cluster de différenciation CD45, commun 

aux cellules leucocytaires, mais pas le récepteur CD3, associé au récepteur des lymphocytes T, 

(cellules CD45+CD3-). Ce groupe comprend plusieurs populations cellulaires dont les cellules 

LTi qui apparaissent au cours du développement embryonnaire. Ces dernières expriment non 

seulement le facteur de transcription RORγt, mais également le récepteur aux chimiokines 

CCR6 (LTi CCR6+RORγt+). Les lymphocytes LTi sont subdivisés en deux groupes selon qu’ils 

expriment le récepteur CD4 (LTi CCR6+RORγt+CD4+), ces cellules sont alors appelées LTi4, 

ou non (LTi CCR6+RORγt+CD4-), ces lymphocytes sont nommés LTi0. Indépendamment de 

l’expression du récepteur CD4, les LTi présentent à leur surface des molécules du CMHII. En 

effet, les cellules LTi persistent à l’âge adulte et jouent un rôle important dans la mise en place 

et le maintien des PP, des cryptopatches et des FLI mais également dans la régulation du 
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microbiote. En particulier, Sonnenberg et ses collaborateurs ont montré l’implication de ces 

cellules dans la défense intestinale contre la protéobactérie Citrobacter rodentium (Sonnenberg 

et al. 2011). A l’âge adulte, les cellules ILC3 sont majoritairement localisées au niveau des 

muqueuses. Elles sont subdivisées en sous-populations en fonction de l’expression de 

marqueurs de surface. Ainsi, certaines cellules ILC3 expriment le récepteur CCR6 (ILC3 

CCR6+). La majorité des ILC3 CCR6+ présentent à leur surface le récepteur CD4 (ILC3 

CCR6+CD4+). Les cellules ILC3 négatifs pour le récepteur CCR6 (ILC3 CCR6-) peuvent, quant 

à elles, exprimer le récepteur NCR, pour « Natural Cytotoxicity Receptor » (ILC3 CCR6-

NCR+). La famille des NCR est composée de trois molécules, Nkp30, Nkp46 et Nkp44 

(uniquement chez l’homme). Les ILC3 peuvent exprimer Nkp46 et Nkp44. 

Les lymphocytes Th17 expriment à leur surface les récepteurs CD45, CD3 et CD4 

(lymphocytes CD45+CD3+CD4+). Ces lymphocytes T helper expriment le facteur de 

transcription RORγt, indispensable à la différenciation des lymphocytes Th0 en lymphocytes 

Th17. Chez la souris, la différenciation des lymphocytes T naïfs en Th17 est induite par IL-6 

associée au TGF-β. Ces cytokines engendrent l’expression du facteur de de RORγt et la 

synthèse du récepteur à l’IL-23 (IL-23R). La cytokine IL-21 en association avec le TGF-β 

permet également la différenciation des lymphocytes Th17, et ce indépendamment de l’IL-6 

(Korn et al. 2007). L’IL-21 est produite par les lymphocytes Th17 et, permet via une action 

autocrine d’amplifier la différenciation de ces cellules (Nurieva et al. 2007). Cette cytokine a 

aussi un rôle dans l’expansion et la survie des lymphocytes Th17. L’association des cytokines 

IL-23, IL-6 et IL-1β est également capable d’induire la différenciation des lymphocytes Th17 

murins, indépendamment de la présence de TGF-β (Ghoreschi et al. 2010). Chez l’homme, la 

différenciation des lymphocytes Th0 en Th17 est induite par les cytokines TGF-β et IL-1β 

couplées avec l’IL-6, l’IL-21 ou l’IL-23. L’IL-23 serait également importante pour l’expansion 

et la survie des lymphocytes Th17 (Zhou et Littman 2009). La différenciation des lymphocytes 

Th17 est régulée par plusieurs mécanismes. L’acide tout trans rétinoïque via, notamment le 

récepteur RAR (retinoic acid receptor) α, contrôle la polarisation des lymphocytes Th17 (Elias 

et al. 2008).  
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Modifié de Cording et al. 2014 

I.3.2.  Les cellules de l’immunité de type 3 : rôle dans la défense de la barrière 

intestinale 

Les cellules de l’immunité de type 3 produisent notamment les cytokines IL-17 et IL-

22 qui activent la réponse anti-microbienne des cellules épithéliales, stimulent l’activité 

phagocytaire des cellules mononucléés et recrutent des PNN. Les cellules ILC3 répondent aux 

cytokines IL-1β et IL-23 en produisant en particulier de l’IL-17A, de l’IL-17F et de l’IL-22. 

Ces cellules sont une source majeure d’IL-22 qui stimule la production de peptides 

antimicrobiens, tels que Reg3, S100a (S100 calcium-binding protein A) 8 et S100a9, par les 

cellules épithéliales (Mukherjee et Hooper 2015 et Sonnenberg et al. 2012). Ces peptides sont 

excrétés dans la lumière intestinale où ils forment un gradient de concentration décroissant 

allant de l’épithélium au centre de la lumière intestinale. Ils régulent ainsi spatialement les 

populations bactériennes (Mukherjee et Hooper 2015). L’IL-22 régule également le microbiote 

intestinal en induisant l’hyperplasie des cellules à mucus et en favorisant leur production de 

mucus lors d’une infection par un parasite (Turner, Stockinger, et Helmby 2013). L’absence 

Figure 12 : Représentation schématique des lymphocytes appartenant à l’immunité de 

type 3. 
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des cellules ILC3 ou de la production d’IL-22 chez la souris engendre la translocation de 

bactéries de l’intestin vers d’autres organes comme la rate et le foie (Sonnenberg et al. 2012). 

Ceci sous-entend que l’IL-22 produite par les ILC3 est impliquée dans le maintien de l’intégrité 

de l’épithélium intestinal et dans le confinement des bactéries afin d’empêcher le 

développement d’une inflammation systémique (Sonnenberg et al. 2012). L’IL-22 induit 

également la fucosylation des chaînes d’hydrates de carbone associées aux cellules épithéliales, 

ce qui favorise la présence de bactéries mutualistes capables d’utiliser cette source d’énergie au 

sein du microbiote et limite la prolifération de bactéries pathogènes souvent incapables de 

métaboliser ces substrats (Goto et al. 2014 et Pham et al. 2014). Les cellules ILC3, notamment 

les ILC3 CCR6+, peuvent également réguler l’immunité adaptative en interagissant avec les 

lymphocytes T et B (Melo-Gonzalez et Hepworth 2017). Les cellules ILC3 CCR6-Nkp46+ sont 

principalement localisées dans la lamina propria alors que les ILC3 CCR6+ sont 

majoritairement présents dans les organes lymphoïdes secondaires tels que les ganglions 

mésentériques (Satoh-Takayama et al. 2014). Ces dernières expriment à leur surface des 

molécules du CMH de type II (ILC3 CMHII+) et sont capables d’interagir avec des cellules T 

CD4+ spécifiques de bactéries commensales pour favoriser leur élimination (Hepworth et al. 

2013 et Hepworth et al. 2015). En effet, une déplétion spécifique des ILC RORγt+CMHII+ chez 

la souris engendre une dérégulation de la réponse des lymphocytes CD4+ vis-à-vis des bactéries 

commensales, ce qui provoque l’apparition d’une inflammation intestinale (Hepworth et al. 

2013). Il semblerait que les cellules ILC3 CMHII+ piègent un antigène microbien au niveau de 

la muqueuse intestinale avant de migrer vers les ganglions mésentériques où elles régulent la 

réponse des lymphocytes T CD4+ (Mackley et al. 2015). Les ILC3 régulent également 

l’immunité adaptative en produisant des médiateurs tels que le GM-CSF. Ce dernier induit la 

différenciation des lymphocytes Treg, ce qui favorise le processus de tolérance (Mortha et al. 

2014). L’activité des lymphocytes B est aussi régulée par les cellules ILC3. En effet, ces 

cellules, en particulier celles présentes dans les PP, augmente la synthèse d’IgA par les 

plasmocytes (Tsuji et al. 2008).  

Les lymphocytes Th17 produisent des cytokines destinées à activer et maintenir des 

acteurs participant à la protection de la muqueuse intestinale. Les cytokines IL-6 et IL-23, 

responsables de la différenciation des lymphocytes Th17, stimulent la synthèse d’IL-17A, d’IL-

17F et d’IL-21 par ces cellules. Les cytokines IL-17, IL-21 et IL-22 ont un rôle primordial dans 

la protection de l’hôte contre les infections bactériennes et fongiques (Aujla, Dubin, et Kolls 

2007). Notamment, les cytokines IL-17A et IL-17F participent au recrutement et à l’activation 
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des PNN qui phagocytent de potentiels agents infectieux ayant traversé la barrière épithéliale. 

Comme pour les ILC3, l’IL-22 produite par les lymphocytes Th17 renforce les barrières 

physiques de défense de l’organisme contre les agents extérieurs en augmentant les jonctions 

entre les cellules épithéliales et en stimulant la production de mucines et de peptides 

antimicrobiens par ces cellules. En conditions inflammatoires, les lymphocytes Th17 

synthétisent également du TNFα et du GM-CSF qui contribuent non seulement au recrutement 

et à l’activation des PNN mais aussi à leur survie, ce qui amplifie le processus inflammatoire.  

II. Rôle des récepteurs aux chimiokines et de l’immunité de type 3 dans l’inflammation 

articulaire 

II.1.  Rappel sur la structure de l’articulation 

Les articulations sont classées suivant leur fonction. Ainsi, il existe trois grands types 

d’articulations : 

- Les articulations immobiles (ou synarthroses), qui sont des articulations dans 

lesquelles les os sont unis par du tissu fibreux. Ces articulations ne permettent pas de 

mouvement (ex : le crâne). 

- Les articulations semi-mobiles (ou amphiarthroses) sont composées d’os recouverts 

de cartilage et reliés entre eux par des ligaments fibreux ou fibro-cartilagineux. Ces articulations 

permettent des mouvements limités (ex : symphyse pubienne).  

- Les articulations mobiles, ou diarthroses, permettent de nombreux mouvements. 

Au cours de notre étude, nous nous sommes intéressés aux articulations diarthrodiales, 

ou articulations synoviales, et notamment aux poignets et aux chevilles. Les articulations 

diarthrodiales sont composées de plusieurs os recouverts d’un cartilage hyalin aussi appelé 

cartilage articulaire et maintenus entre eux par des ligaments. Elles sont délimitées par une 

capsule articulaire. Une membrane, appelée membrane synoviale ou simplement synoviale, 

tapisse la face interne de la capsule articulaire. Les mouvements sont facilités par le liquide 

synovial. Certaines articulations, comme le genou, possèdent d’autres structures, comme les 

ménisques qui assurent une stabilisation latérale (Figure 13).   
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Modifié de https://www.mon-arthrose.com/arthrose-du-genou/les-articulations/ 

Les os sont composés d’un tissu osseux recouvert d’une membrane appelée périoste sauf 

au niveau de leurs extrémités, celles-ci étant recouvertes par du cartilage articulaire. Le tissu 

osseux est de nature compacte (cortical) ou spongieuse (trabéculaire) selon sa localisation dans 

le segment osseux. La zone osseuse située juste en dessous du cartilage articulaire est appelée 

os sous-chondral. L’os sous-chondral joue un rôle de soutien du cartilage articulaire. Il 

contribue, avec le cartilage, à l’amortissement des chocs et à la dissipation des contraintes 

biomécaniques exercées sur l’articulation.    

Le cartilage est un tissu conjonctif composé d’un seul type cellulaire, le chondrocyte, et 

d’une matrice extracellulaire (MEC). Ce tissu a la particularité d’être avasculaire et non innervé. 

A l’âge adulte, il existe trois types de cartilage qui se distinguent par la nature de leur matrice 

extracellulaire, le cartilage hyalin (ou articulaire), le fibrocartilage (ou cartilage fibreux) et le 

cartilage élastique. La matrice extracellulaire du cartilage hyalin est majoritairement constituée 

d’eau (70 à 80%), de fibres de collagène, notamment de collagène de type II (plus de 90%) mais 

aussi de collagènes de types VI, IX, X et XI, de protéoglycanes, de glycoprotéines de structure, 

de hyaluronate et d’électrolytes. Cette matrice confère les propriétés mécaniques au cartilage 

comme une résistance à la déformation, la transmission et la répartition des forces au sein de 

l’articulation. Elle favorise également le glissement des os de l’articulation les uns par rapport 

aux autres en limitant les forces de friction.  

Figure 13 : Représentation schématique de l’articulation diarthrodiale 

du genou en coupe sagittale 
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La capsule articulaire est une enveloppe fibreuse et élastique qui entoure et délimite les 

articulations diarthrodiales. Elle permet de maintenir l’ensemble des structures articulaires entre 

elles et en assure la stabilité. La capsule articulaire est séparée de la membrane synoviale par la 

subsynoviale, structure composée de cellules conjonctives, de cellules adipeuses et d’une MEC 

riche en mucopolysacharides et en collagène lâche. La membrane synoviale est un tissu 

conjonctif très vascularisé composé d’une à trois couches de cellules. Elle tapisse la face interne 

de la capsule articulaire. Elle s’organise en deux couches, la couche sous-intimale (subintima) 

la plus externe et la couche bordante (intima), la plus interne. L’intima est composée 

majoritairement de deux types cellulaires, les synoviocytes macrophagiques appelés 

synoviocytes de type A et les synoviocytes fibroblastiques appelés synoviocytes de type B. Les 

synoviocytes de type A ont une activité phagocytaire qui permet d’éliminer les débris cellulaires 

et les corps étrangers présents dans le liquide synovial et la matrice de l’intima. Ils défendent 

également l’articulation en cas d’infections. Les synoviocytes de type B sont responsables de 

la production du liquide synovial (Iwanaga et al. 2000 et Shikichi et al. 1999), ils contrôlent 

notamment la synthèse d’acide hyaluronique. La subintima est fibreuse, très vascularisée et 

contient des vaisseaux lymphatiques. Elle est riche en fibroblastes et possède d’autres types 

cellulaires comme des cellules endothéliales, des histiocytes et des mastocytes.  

II.2.  Physiopathologie de l’inflammation articulaire 

Les rhumatismes inflammatoires chroniques (RIC), communément appelés arthrites, 

touchent 0,5 à 0,8% de la population française. On distingue plusieurs types d’arthrites classés 

en fonction de critères, comme le nombre d’articulations touchées (monoarthrite (une seule 

articulation touchée), oligoarthrite (2 ou 3 articulations affectées) et polyarthrite (plus de 3 

articulations atteintes)), l’âge de l’apparition des premiers signes cliniques (arthrite juvénile 

(âge d’apparition inférieur à 15 ans), arthrite de l’adulte (âge d’apparition entre 15 ans et 65 

ans) et arthrite sénile (âge d’apparition supérieur à 65 ans)), la topographie (les spondylarthrites 

(articulations axiales affectées), les acropolyarthrites (articulations périphériques touchées) et 

les arthrites rhizoméliques (racines des membres ou segments proximaux comme les épaules 

ou anches)), et le mécanisme mis en cause (arthrites rhumatismales, infectieuses, réactionnelles 

ou encore métaboliques). L’arthrite est une pathologie caractérisée par une inflammation 

articulaire qui, à plus long-terme, peut entraîner des dommages structuraux (os, cartilage, 

tendons, ligaments…). Les signes caractéristiques d’une articulation arthritique sont les signes 

cardinaux de l’inflammation, à savoir un gonflement, une rougeur, une chaleur excessive et une 

douleur ainsi qu’une diminution de sa mobilité. L’arthrite provoque des douleurs articulaires 
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au repos, des réveils nocturnes et la nécessité d’un dérouillage au lever le matin. Ainsi, les RIC 

sont des maladies invalidantes pouvant conduire à la cessation d’activités professionnelles et 

de certains loisirs et pouvant entraîner un isolement social (altération de la qualité de vie). 

L’inflammation initialement articulaire peut devenir systémique et provoquer l’apparition de 

manifestations extra-articulaires affectant différents organes comme les yeux, le cœur, les 

poumons, les nerfs, les vaisseaux et le tractus digestif. Ces complications apparaissent chez 

40% des patients atteints de polyarthrite rhumatoïde (PR) et chez 20 à 60% des patients 

développant une spondylarthrite (SpA) ; certaines d’entre-elles nécessitent une prise en charge 

médicale des patients car elles contribuent à la surmortalité des patients (risque cardiovasculaire 

notamment). Les deux principaux RIC sont la PR et la SpA. Les articulations touchées sont 

différentes selon la pathologie (Figure 14).    

 

 

 

 

 

 

 

 

Modifié de http://slideplayer.com/slide/2403634/ 

Les SpA sont caractérisées par une inflammation de l’enthèse (enthésite) (Rudwaleit et 

al. 2009). Ces pathologies sont actuellement classées en deux groupes, selon que les 

manifestations soient principalement axiales (spondylarthrites axiales), auquel cas le rachis, le 

bassin et la cage thoracique sont affectés, ou préférentiellement périphériques (spondylarthrites 

périphériques) (Taurog, Chhabra, et Colbert 2016). Dans les formes axiales, l’inflammation 

articulaire provoque progressivement une rigidité des articulations jusqu’à la fusion des 

vertèbres (Figure 15A). Les patients atteints de SpA peuvent développer des manifestations 

extra-articulaires pouvant affecter la peau (psoriasis), les yeux (uvéite) ou encore le tube 

Figure 14 : Représentation schématique des articulations atteintes dans les principaux 

rhumatismes inflammatoires chroniques 
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digestif. Les manifestations digestives touchent une proportion non négligeable de patients 

atteints de SpA puisqu’on estime que 5 à 10% d’entre eux développent MICI (Taurog, Chhabra, 

et Colbert 2016 et Kabeerdoss, Sandhya, et Danda 2016). Les MICI affectent majoritairement 

les patients atteints de SpA périphériques (del Río-Martínez et al. 2016) ; l’apparition de MICI 

chez ces patients étant récurrente, la présence d’une de ces pathologies (MC ou RCH) sert de 

critère pour la classification des SpA (SpA périphérique associée ou non à une MICI) (Taurog, 

Chhabra, et Colbert 2016). Plusieurs marqueurs prédisposent au développement d’une SpA. La 

protéine HLA (Human leukocyte antigen) B27, un antigène appartenant au CMH de type I, est 

souvent présente chez les patients atteints de SpA : elle est retrouvée chez près de 90% des 

patients atteints de spondylarthrite ankylosante (SA) alors qu’elle est exprimée chez moins de 

10% de la population globale (Baraliakos et Braun 2015). La fréquence de cet antigène chez les 

patients atteints de la MC est la même que dans la population générale, en revanche chez les 

patients ayant une MC et présentant une inflammation du squelette axial, l’antigène HLA B27 

est davantage présent. 

La PR est une pathologie auto-immune qui touche principalement les articulations 

synoviales, comme les genoux, les métacarpo-phalangiennes ou les inter-phalangiennes 

proximales ou encore les chevilles. Cette pathologie est caractérisée par une inflammation de 

la membrane synoviale (synovite), qui consiste en un épaississement de la membrane synoviale 

dû à une prolifération des synoviocytes et à une infiltration par des cellules immunitaires ; une 

inflammation importante engendre la formation d’un pannus synovial. De nouveaux vaisseaux 

sanguins sont mis en place dans la membrane synoviale ; ils facilitent l’infiltration cellulaire. 

Cette inflammation peut, au cours du temps, entraîner des dommages structuraux, comme une 

dégradation progressive du cartilage, des lésions ligamentaires et tendineuses et une érosion de 

l’os (Figure 15B). Des phases de poussées inflammatoires peuvent être entrecoupées de 

périodes d’accalmie. Ces périodes sont caractérisées par une tentative de reconstruction de l’os. 

L’alternance des phases de résorption osseuse, au cours des poussées inflammatoires, et de 

reconstruction osseuse, pendant les périodes d’accalmie, provoque un remodelage important 

entraînant des déformations articulaires. Certains patients atteints de PR possèdent des auto-

anticorps comme le facteur rhumatoïde (FR) et/ou des auto-anticorps dirigés contre des 

protéines citrullinées appelés ACPA (Anticorps anti-peptides citrullinés). Le FR est une 

immunoglobuline, le plus souvent de type IgM, qui reconnaît les immunoglobulines de type 

IgG. Les auto-anticorps peuvent être détectés bien avant l’apparition des premiers symptômes 

inflammatoires (jusqu’à 10 ans environ) et leur présence au moment du diagnostic est un facteur 
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de risque de sévérité. La PR est une maladie multifactorielle faisant intervenir des facteurs 

génétiques (ex : HLA-DR4/1, PTPN22 (protein tyrosine phosphatase non-receptor type 22)) et 

des facteurs environnementaux (ex : pollution de l’air, infections, cigarette). L’ensemble des 

critères est pris en compte pour déterminer si le patient est atteint de PR et pour choisir la 

stratégie thérapeutique (Aletaha et al. 2010 et Smolen et al. 2014).    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Modifiés de https://disabilitycreditcanada.com/rheumatoid-arthritis-and-genetics-is-it-

hereditary/ et http://www.qmedicine.co.in/top%20health%20topics/A/Ankylosing%20 

Spondylitis.html 

Figure 15 : Représentations schématiques de la progression des lésions 

de la spondylarthrite dans la moelle épinière (A) et de la polyarthrite 

rhumatoïde dans une articulation synoviale (B) 

http://www.qmedicine.co.in/top%20health%20topics/A/Ankylosing%20%20Spondylitis.html
http://www.qmedicine.co.in/top%20health%20topics/A/Ankylosing%20%20Spondylitis.html
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II.3.  Rôle du chimiotactisme dans l’inflammation articulaire 

II.3.1. Rôle des cellules immunitaires présentes, dans les conditions 

homéostatiques dans l’intestin grêle, dans l’inflammation articulaire  

La muqueuse intestinale héberge un grand nombre de types cellulaires appartenant aux 

immunités innée et adaptative. Plusieurs types cellulaires présents physiologiquement dans 

l’intestin grêle sont impliqués dans le processus inflammatoire de l’arthrite. Les cellules 

présentes dans les articulations des patients atteints de PR sont recrutées via la circulation 

sanguine grâce au chimiotactisme (Figure 16). De nombreuses chimiokines ont été détectées 

dans la membrane et le liquide synovial de ces patients.  

D’après Szekanecz et Koch 2016 

Les chimiokines CCL2, CCL5, CCL8 et CCL15 sont davantage présentes dans la 

membrane synoviale des patients atteints de PR, que dans celles de patients atteints d’arthrose 

(Haringman et al. 2006). Lors du développement d’une PR, les récepteurs CCR1 et CCR5 sont 

moins exprimés sur les monocytes du sang périphérique que chez des contrôles sains alors qu’ils 

sont abondamment présents dans la membrane synoviale. Les chimiokines CCL2 et CCL5 sont 

notamment impliquées dans le recrutement des monocytes et des macrophages. La chimiokine 

CXCL10 est sécrétée par les synoviocytes et les cellules endothéliales en réponse à l’IFNγ. 

Cette chimiokine est présente dans le sérum et le liquide synovial des patients atteints de PR 

(E. Y. Lee, Lee, et Song 2009). L’interaction de CXCL10 avec son récepteur CXCR3 induit, 

notamment, la migration des macrophages et des monocytes vers les articulations arthritiques 

(J.-H. Lee et al. 2017). La chimiokine CXCL5 induit principalement la migration des PNN. 

Cependant, dans des articulations arthritiques cette chimiokine peut être citrullinée par les 

enzymes PAD (peptidyl-arginine déaminase) 2 et PAD4 fortement exprimées dans la 

Figure 16 : Illustration des principales cellules immunitaires recrutées au sein des 

articulations arthritiques et des récepteurs aux chimiokines permettant leur 

migration 
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membrane synoviale (Yoshida et al. 2014). Une fois citrullinée, CXCL5 recrute 

préférentiellement les monocytes.       

Les lymphocytes T CD4+ contribuent largement à l’inflammation articulaire. Les 

cellules T CD4+ exprimant le récepteur CXCR4 sont très présentes dans la membrane synoviale 

des patients atteints de PR (T. Nanki et al. 2000). Le ligand de ce récepteur, la chimiokine 

CXCL12, est localisé dans les vaisseaux sanguins de la membrane synoviale des patients. De 

même, les lymphocytes T présents dans la membrane synoviale des patients atteints de PR 

expriment le récepteur CXCR6 (Toshihiro Nanki et al. 2005) et la chimiokine CXCL16, son 

ligand, est fortement exprimée dans la synoviale de ces patients. Le modèle d’arthrite induite 

par injection de collagène (AIC) chez la souris a été utilisé pour confirmer le rôle de CXCL16 

dans la PR (Toshihiro Nanki et al. 2005). En effet, l’administration d’un anticorps monoclonal 

ciblant cette chimiokine diminue la sévérité de la pathologie. Les lymphocytes T présents dans 

la membrane synoviale des articulations arthritiques sécrètent eux-mêmes des chimiokines 

telles que CXCL13, une protéine induisant la migration des lymphocytes B (Manzo et al. 2008).  

Des études discriminant les sous-populations de lymphocytes T helper ont montré que 

les lymphocytes Th1 sont recrutés au sein des articulations arthritiques via les récepteurs 

CXCR3 et CCR5 associés aux chimiokines CXCL9 et CXCL10 et CCL3, CCL4 et CCL5 

respectivement (Qin et al. 1998). Un modèle d’arthrite expérimentale a permis de montrer 

l’importance des lymphocytes T CXCR3+ dans l’inflammation articulaire. En effet, l’inhibition 

du récepteur CXCR3 par un anticorps monoclonal diminue significativement le nombre de 

lymphocytes T dans les articulations et réduit la sévérité de l’arthrite à l’adjuvant (AA) chez le 

rat (Mohan et Issekutz 2007). De même, la neutralisation de la chimiokine CXCL10 par un 

anticorps spécifique engendre la même observation dans l’AIC chez la souris (Kwak et al. 

2008). 

L’interaction du récepteur CCR6, exprimé par les lymphocytes Th17, avec son ligand 

CCL20 a aussi été impliqué dans le développement de l’inflammation articulaire (Hirota et al. 

2007). La chimiokine CCL20 est sécrétée par les synoviocytes des articulations arthritiques 

(chez les patients atteints de PR et les souris développant spontanément une arthrite médiée par 

les lymphocytes T (souris SKG)) et les lymphocytes Th17 eux-mêmes. Les cytokines TNFα, 

IL-1β et IL-17 sécrétées par ces dernières stimulent la production de CCL20 par les 

synoviocytes et contribuent ainsi à leur propre recrutement dans les articulations (Kawashiri et 

al. 2009). Le récepteur CCR4 est également impliqué dans le recrutement des lymphocytes 
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Th17 dans les articulations arthritiques. Le liquide synovial des patients atteints de PR compte 

une forte proportion de lymphocytes Th17 co-exprimant les récepteurs CCR4 et CCR6 (Leipe 

et al. 2010). De plus, la chimiokine CCL22, un ligand de CCR4, est davantage sécrétée dans le 

liquide synovial et le plasma des patients atteints de PR que chez ceux souffrant d’arthrose 

(Flytlie et al. 2010). Les modèles animaux témoignent de l’implication de ces cellules dans la 

PR. De récentes études montrent que la diminution de la sévérité de l’AIC est corrélée à une 

diminution du nombre de lymphocytes Th17 (Yang et al. 2017, G. Sun et al. 2018 et Park et al. 

2018). Dans ce modèle des ILC3 exprimant le récepteur CCR6 ont également un rôle important. 

Ces cellules sont présentes dans le sang périphérique et les articulations des souris développant 

une AIC (Takaki et al. 2016).    

Les lymphocytes Treg sont également présents dans les articulations des patients atteints 

d’arthrite (van Roon et al. 2010). En revanche, le nombre de lymphocytes Treg dans la 

circulation sanguine de ces patients reste controversé. Des études montrent une augmentation 

de ces cellules circulantes alors que d’autres ont rapporté leur diminution ou un taux similaire 

aux donneurs sains (Han et al. 2008, Al-Zifzaf et al. 2015 et Lin et al. 2007). Chez l’homme les 

lymphocytes Treg exprimant FoxP3 sont hétérogènes et peuvent posséder des propriétés 

immunosuppressives et/ou pro-inflammatoires (Prakken, Ellen Wehrens, et van Wijk 2013). 

On distingue des lymphocytes Treg qui possèdent uniquement une activité immunosuppressive 

avec notamment la sécrétion de TGF-β et d’IL-10, des lymphocytes Treg qui commencent 

progressivement à produire des médiateurs pro-inflammatoires et qui ont une activité 

immunosuppressive réduite, des lymphocytes instables qui perdent FoxP3 et se différencient en 

lymphocytes T effecteurs, en perdant leur activité immunosuppressive et des lymphocytes Treg 

qui conservent FoxP3 mais qui produisent, en plus des cytokines immunosuppressives, des 

médiateurs typiques de lymphocytes T effecteurs. Cette dernière population de lymphocytes 

Treg peut exprimer le facteur de transcription RORγt (cellules double positive Foxp3+RORγt+) 

et ainsi produire à la fois de l’IL-10 et de l’IL-17. Ces lymphocytes Treg bivalents sont présents 

chez les patients atteints de PR (Wang et al. 2015). Chez ces patients, le facteur de transcription 

FoxP3 peut être inhibé dans les cellules. En effet, le TNFα est capable d’induire la 

déphosphorylation de FoxP3 et de provoquer ainsi une perte de l’activité immunosuppressive 

de ces lymphocytes Treg (Nie et al. 2013). La diminution de l’activité des lymphocytes Treg est 

corrélée à une augmentation des lymphocytes Th1 et Th17 dans la membrane synoviale des 

patients atteints de PR. L’utilisation d’anticorps dirigés contre le TNFα, tels que l’infliximab, 

favorise l’émergence de lymphocytes Treg exprimant FoxP3 sécrétant les cytokines 
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immunosuppressives TGF-β et IL-10 (Nie et al. 2013 et Nadkarni, Mauri, et Ehrenstein 2007). 

Les lymphocytes Treg semblent importants pour limiter la mise en place de l’arthrite 

expérimentale. En effet, les souris K/BxN développent spontanément une arthrite ; 

l’invalidation de FoxP3 chez ces souris engendre une apparition plus précoce des symptômes 

et augmente la sévérité de l’arthrite (Nguyen et al. 2007). De même, de récentes étudies 

montrent qu’une diminution de la sévérité de l’AIC chez la souris est associée à une diminution 

du nombre de lymphocytes Th17 et à une augmentation des lymphocytes Treg (Yang et al. 2017, 

G. Sun et al. 2018 et Park et al. 2018). La migration des lymphocytes Treg lors du développement 

d’une PR fait intervenir les récepteurs CCR6 et CCR4. En effet, l’expression de ces deux 

récepteurs est plus importante sur les lymphocytes Treg circulants des patients atteints de PR 

que chez des donneurs sains (Li et al. 2015). L’expression de CCR4 ou CCR6 sur les 

lymphocytes Treg semble corrélée avec la sévérité de la pathologie. Les lymphocytes Treg 

présents dans le liquide synovial des atteints de PR expriment également les récepteurs aux 

chimiokines CCR5 et CXCR4 (Jiao et al. 2007).   

Les PNN ont également un rôle majeur dans l’inflammation articulaire des patients 

atteints de PR (Wright, Moots, et Edwards 2014). Ils sont activés dans l’articulation arthritique 

par des complexes immuns présents dans le liquide synovial et à la surface du cartilage. Les 

PNN activés excrètent le contenu de leurs granules et produisent des ERO. Parmi les médiateurs 

libérés, la MPO inhibe la résolution de l’inflammation alors que la lactoferrine stimule ce 

processus, et que d’autres enzymes telles que l’élastase, la gélatinase et la collagénase dégradent 

le cartilage articulaire. A la surface du cartilage, l’association des PNN aux complexes immuns 

provoque la formation incomplète d’un phagosome, lequel fourni un environnement propice à 

la production d’agents oxydants et cytotoxiques par ces cellules. Ce mécanisme participe 

activement à la dégradation du cartilage (Figure 17) (Wright, Moots, et Edwards 2014). Les 

PNN régulent également l’activité de cellules immunitaires et résidentes de l’articulation 

notamment en sécrétant de nombreuses cytokines et chimiokines. Ils produisent ainsi la 

cytokine IL-17 et le ligand du récepteur RANK (Receptor activator of nuclear factor kappa-B), 

RANKL, tous deux impliqués, indirectement ou directement, dans la destruction des structures 

osseuses et la protéine BAFF qui participe à l’activation des lymphocytes B (Chakravarti et al. 

2009 et Assi et al. 2007). Ces cellules présentes dans le liquide synovial synthétisent également 

les chimiokines CXCL10, CXCL8, CCL3 et CCL18 qui induisent le recrutement de 

lymphocytes et de PNN (Auer et al. 2007). Contrairement aux PNN de la circulation sanguine, 

ceux présents dans le liquide synovial sécrètent la chimiokine CCL20 nécessaire au recrutement 
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des cellules CCR6 positives (Schlenk et al. 2005). Les PNN présents dans la circulation 

sanguine et le liquide synovial des patients atteints de PR peuvent exprimer à leur surface des 

molécules de CMH de classe II et présenter ainsi des antigènes aux lymphocytes T (Cross et al. 

2003). Cependant, ils n’expriment que faiblement les molécules de co-stimulation. Des 

chimiokines impliquées dans la migration des PNN et leurs récepteurs ont une expression 

marquée au sein des articulations arthritiques. Par exemple, les chimiokines CXCL1, CXCL5 

(le récepteur cible de ces deux chimiokines est CXCR2) et CXCL8 (CXCR1 et CXCR2 sont 

les deux récepteurs de cette chimiokine) sont abondamment exprimées dans le sérum, le liquide 

synovial et la membrane synoviale des patients atteints de PR (Szekanecz et al. 2010). Au sein 

de l’articulation, les synoviocytes et les cellules endothéliales sécrètent ces chimiokines. Ces 

dernières ont un pouvoir chimioattractant puissant sur les PNN. L’inhibition de la chimiokine 

CXCL5 dans l’AA chez le rat réduit la sévérité de la pathologie (Halloran et al. 1999). 

L’interaction du récepteur CCR2 avec la chimiokine CCL2 peut également contribuer au 

recrutement des PNN dans les articulations arthritiques (Talbot et al. 2015).  
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D’après Hughes et Nibbs 2018 

D’autres cellules immunitaires comme les PNE et les mastocytes ont un rôle dans la 

physiopathologie de l’arthrite. Les PNE peuvent même avoir une place prépondérante dans 

l’arthrite dite éosinophilique (Tay 1999). L’éosinophilie peut être associée à différentes formes 

d’arthrite, comme le rhumatisme psoriasique (RP) ou encore la PR (Vázquez-Triñanes et al. 

2013,  Chiardola et al. 2008 et Hällgren et al. 1985). Cependant, le nombre de PNE n’est pas 

nécessairement corrélé avec la sévérité de l’arthrite (Sofi, Parrey, et Ahmad 2017). Les patients 

arthritiques ont un taux circulant d’IL-17 plus important que les patients sans éosinophilie 

(Guellec et al. 2015). Les traitements utilisés dans la PR, notamment les traitements de fond 

conventionnels, sont moins efficaces chez les patients présentant une éosinophilie modérée au 

moment du diagnostic de leur arthrite. Des patients peuvent présenter un taux important de PNE 

dans leur liquide synovial tout en conservant un taux de PNE circulant normal (Vázquez-

Triñanes et al. 2013). Des patients souffrant de PR présentent dans leur membrane synoviale 

Figure 17 : Illustration des cellules immunitaires et résidentes de l’articulation 

impliquées dans la formation du pannus synovial et des actions des PNN suite 

à leur activation par des complexes immuns dans le liquide synovial et à la 

surface du cartilage 



72 

 

de nombreuses cellules exprimant le facteur de transcription GATA3 ; ces cellules peuvent être 

des lymphocytes Th2, des cellules ILC2 ou encore des PNE (Z. Chen et al. 2016). Les 

lymphocytes Th2 sont davantage observés dans la membrane synoviale pendant les phases 

précoces de la PR (Aarvak et al. 2000). La protéine EPO sécrétée par les PNE est élevée dans 

la membrane synoviale et dans le sérum de ces patients. Cependant, sa présence n’est pas 

corrélée à la sévérité de l’arthrite. L’induction simultanée d’une infection par le parasite 

Nippostrongylus brasiliensis et d’une arthrite initiée par transfert de sérum des souris K/BxN 

provoque une réaction immunitaire de type 2 (Z. Chen et al. 2016). L’infection parasitaire 

conduit à une accumulation des lymphocytes Th2 et des PNE dans les articulations des souris 

et à une diminution de la sévérité de l’arthrite via la sécrétion de cytokines IL-4 et IL-13. Les 

PNE participent probablement à la diminution de l’inflammation articulaire en favorisant la 

polarisation des macrophages anti-inflammatoires dans ce modèle. Des chimiokines, comme 

les éotaxines, impliquées dans le recrutement des PNE et des lymphocytes Th2, sont présentes 

dans les articulations arthritiques. Ces cellules expriment les récepteurs CCR3 et CCR4. La 

chimiokine CCL13, un ligand du récepteur CCR3, est impliquée dans la migration des PNE, 

des PNB, des mastocytes et des lymphocytes Th2 (Mendez-Enriquez et García-Zepeda 2013). 

Cette chimiokine est produite par les chondrocytes dans les articulations des patients atteints de 

PR (Iwamoto Takuji et al. 2007). Les PNE purifiés du sang périphérique d’individus sains 

expriment le récepteur CXCR3 et répondent aux chimiokines CXCL9 et CXCL10 (Jinquan et 

al. 2000). Ces deux cytokines étant présentes dans les articulations des patients atteints de PR, 

leur interaction avec le récepteur CXCR3 pourrait être un mécanisme de recrutement des PNE 

dans les articulations arthritiques.       

II.3.2.  Le rôle des récepteurs aux chimiokines localisés sur les cellules 

résidentes de l’articulation dans l’inflammation synoviale 

Les récepteurs aux chimiokines ne sont pas exclusivement exprimés à la surface des 

cellules immunitaires. Des cellules résidentes de l’articulation expriment ces récepteurs et 

l’activation de ces derniers participent au processus inflammatoire et aux dommages des 

structures cartilagineuses et osseuses observés au cours d’une arthrite (Figure 18). La 

chimiokine CXCL12, un ligand de CXCR4, est produite naturellement par les synoviocytes et 

son taux est augmenté dans le liquide synovial des patients atteints de PR (Kanbe, Takagishi, 

et Chen 2002). Le récepteur CXCR4 est exprimé à la surface des chondrocytes articulaires. La 

chimiokine CXCL12 stimule la sécrétion de la métalloprotéase MMP3 par les chondrocytes in 

vitro et ce de manière dose-dépendante. Les chondrocytes expriment d’autres récepteurs aux 
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chimiokines comme CCR1, CCR2, CCR3, CCR5, CXCR1 et CXCR2 (Borzì et al. 2000). 

L’activation de ces récepteurs par CCL5 pour CCR1, CCR3 et CCR5, par CCL2 pour le 

récepteur CCR2 et par CXCL1 pour le récepteur CXCR2 déclenche la synthèse et la libération 

des métalloprotéases MMP1 et MMP3 ainsi que de l’enzyme N-acétyl-β-D-glucosaminidase 

capable de dégrader les glycosaminoglycanes et l’acide hyaluronique, par les chondrocytes. Ces 

enzymes, dans les conditions homéostatiques permettent le renouvellement de la matrice 

cartilagineuse et leur expression est hautement régulée. L’expression de CCR1 sur les 

chondrocytes humains sains reste cependant controversée puisque Alaaeddine et ses 

collaborateurs n’ont pas détecté ce récepteur sur les chondrocytes sains (Alaaeddine et al. 

2001). CCL5 induit la synthèse de médiateurs de l’inflammation tels que la cytokine IL-6 et 

l’enzyme iNOS (inductible nitric oxide synthase) par les chondrocytes. Ces cellules issues de 

patients atteints de PR sont capables de produire la chimiokine CCL13 qui stimule la 

prolifération des synoviocytes fibroblastiques (Iwamoto et al. 2007). 

D’après White, Iqbal, et Greaves 2013 et https://dailyhealthpost.com/arthritis-pain/ 

Les synoviocytes expriment aussi des récepteurs aux chimiokines. Les synoviocytes 

fibroblastiques des patients atteints de PR expriment les récepteurs CCR2, CCR5, CXCR3 et 

CXCR4 (García-Vicuña et al. 2004). In vitro, les chimiokines CCL2, CCL5, CXCL9, CXCL10 

et CXCL12 induisent la migration et la prolifération des synoviocytes fibroblastiques ainsi que 

Figure 18 : Illustration de l’activation des cellules résidentes de l’articulation par les 

chimiokines au cours d’une arthrite 
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leur production d’enzymes de dégradation de la matrice cartilagineuse. Ces chimiokines sont 

présentes dans les articulations des patients atteints de PR (Patel, Zachariah, et Whichard 2001, 

Kanbe, Takagishi, et Chen 2002 et Pavkova Goldbergova et al. 2012). Les chimiokines CCL2, 

CCL5 et CXCL12 via leur récepteurs respectifs CCR2, CCR5 et CXCR4 induisent la sécrétion 

de cytokines pro-inflammatoires telles que l’IL-6 et l’IL-8 par les synoviocytes fibroblastiques 

des patients atteints de PR (Toshihiro Nanki et al. 2001). Ces cellules, en présence de stimuli 

pro-inflammatoires, sont capables de produire les chimiokines CCL2, CCL5 et CXCL12 ; ainsi, 

l’activation des synoviocytes fibroblastiques se fait probablement par un mécanisme autocrine 

ou paracrine. Les synoviocytes des patients atteints de PR expriment également le récepteur 

CX3CR1 et produisent son ligand, la chimiokine CX3CL1 (Sawai et al. 2007). Ainsi, par un 

mécanisme autocrine, l’interaction de CX3CR1 et de CX3CL1 stimule la prolifération des 

synoviocytes et contribue ainsi à l’hyperplasie de la membrane synoviale. La chimiokine 

CXCL7, localisée dans la membrane synoviale des patients atteints de PR, induit également la 

prolifération des synoviocytes (Alisa E. Koch 2005). La chimiokine CXCL12 produite par les 

synoviocytes fibroblastiques stimulent l’angiogenèse (Pablos et al. 2003). Les synoviocytes 

fibroblastiques des patients atteints de PR expriment le récepteur CCR7 (Brühl et al. 2008). La 

stimulation de ces synoviocytes avec la chimiokine CCL19, un ligand de CCR7, provoque la 

production de VEGF (Vascular endothelial growth factor) par ces cellules. Ainsi, les 

synoviocytes d’une articulation arthritique favorisent la mise en place de nouveaux vaisseaux 

sanguins. Les synoviocytes fibroblastiques participent à l’érosion de l’os au cours de la PR. La 

chimiokine CXCL12 stimule l’expression de RANKL par les synoviocytes synoviaux ainsi que 

par les lymphocytes T CD4+ et contribue à l’ostéoclastogenèse (Kim et al. 2014). Ce processus 

est induit par le TNFα.  

A l’instar de CXCL12, des chimiokines jouent un rôle dans le remodelage osseux au 

cours de la PR. Les chimiokines CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CXCL9 et CXCL10 sont 

impliquées dans la différenciation et la survie des ostéoclastes (Maruotti et al. 2011). Les 

précurseurs des ostéoclastes sont présents dans le liquide synovial des patients atteints de PR 

(Sucur et al. 2017). Ces cellules expriment le récepteur CXCR3. In vitro, la stimulation des 

précurseurs des ostéoclastes par RANKL induit leur sécrétion de la chimiokine CXCL9 qui, 

dans ce contexte, induit la migration, l’adhésion de ces cellules et leur différenciation en 

ostéoclastes (Kwak et al. 2005). In vitro, RANKL induit l’expression de CXCL10 dans les 

précurseurs des ostéoclastes murins (Kwak et al. 2008). En contrepartie, CXCL10 stimule 

l’expression de RANKL dans les lymphocytes T CD4+ et participe ainsi à l’ostéoclastogenèse. 
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Dans le modèle expérimental d’AIC chez la souris, l’utilisation d’un anticorps neutralisant 

CXCL10 diminue, non seulement l’infiltration de lymphocytes dans la membrane synoviale, 

mais limite aussi les atteintes osseuses (Kwak et al. 2008). RANKL stimule également la 

synthèse de CXCL2, une chimiokine très présente dans le liquide synovial des patients atteints 

de PR, par les précurseurs des ostéoclastes murins (Ha et al. 2010). Cette chimiokine augmente 

la prolifération, la migration, l’adhésion et la différenciation de ces précurseurs pendant 

l’ostéoclastogenèse. Les précurseurs des ostéoclastes présents dans le liquide synovial des 

patients atteints de PR expriment davantage les récepteurs CCR1, CCR2, CXCR3 et CXCR4 

(Sucur et al. 2017). Les chimiokines CCL2, CCL5 et CXCL10 favorisent la migration et la 

différenciation des ostéoclastes (M. S. Kim, Day, et Morrison 2005 et Sucur et al. 2017). La 

chimiokine CCL4 quant à elle joue un rôle dans la migration et l’invasion des précurseurs des 

ostéoclastes mais n’influence pas leur différenciation (Xuan et al. 2017). La différenciation des 

ostéoclastes chez le rat et la souris est accompagnée d’une augmentation de l’expression de la 

chimiokine CCL9 et de son récepteur, CCR1 (M. Yang et al. 2006). La chimiokine CCL3 est 

aussi impliquée dans la différenciation des ostéoclastes (Watanabe et al. 2004). Les ostéoclastes 

issus des patients atteints de PR expriment à leur surface le récepteur CCR7. Par ailleurs les 

ligands de ce récepteur, CCL19 et CCL21, sont fortement présents dans le liquide synovial de 

ces patients. L’interaction de ces chimiokines avec le récepteur CCR7 induit, in vitro, la 

migration des ostéoclastes et favorise la résorption osseuse (Lee et al. 2017). La chimiokine 

CXCL8 stimule la différenciation des ostéoclastes et ce en lien avec les ACPA (Krishnamurthy 

et al. 2016). Les ostéoclastes et les ostéoblastes expriment le récepteur CCR6. L’os sous-

chondral issu de patients atteints de PR présente une expression importante de CCR6 et de son 

ligand CCL20 (Lisignoli et al. 2007). La chimiokine CCL20 augmente la prolifération des 

ostéoblastes mais n’induit pas leur sécrétion de métalloprotéases. En revanche, les cytokines 

pro-inflammatoires stimulent la production de CCL20 et de RANKL par ces cellules. La 

chimiokine CCL20 impacte également les ostéoclastes. Elle stimule leur différenciation et 

induit leur libération de MMP9.   

Au cours du processus inflammatoire, le nombre de vaisseaux sanguins augmente dans 

les articulations arthritiques. Cette néo-vascularisation favorise le recrutement de cellules 

immunitaires et l’irrigation de l’articulation. Des chimiokines et certains de leurs récepteurs ont 

été observés sur les cellules endothéliales vasculaires (Rump et al. 2017). Des chimiokines, 

telles que CCL7, CCL14, CCL16 et CCL22 sont naturellement exprimées par les cellules 

endothéliales. Les chimiokines CCL14 et CCL22 sont davantage présentes chez les patients 
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atteints de PR. D’autres chimiokines sont exprimées par les cellules endothéliales chez les 

patients atteints de PR même si elles ne sont pas toutes présentes dans les mêmes proportions. 

CCL19, CCL7, CCL17, CCL16 et CCL22 sont les chimiokines les plus exprimées sur ces 

cellules (plus de 70% des vaisseaux les expriment). Les chimiokines CCL2, CCL3, CCL4, 

CCL5, CCL8, CCL10, CCL13, CCL15, CCL18, CCL21, CCL23, CCL24, CCL26 sont 

modérément exprimées sur les vaisseaux sanguins ; 27 à 64% des vaisseaux sanguins des 

articulations des patients atteints de PR expriment ces chimiokines. CCL1, CCL11, CCL12, 

CCL17, CCL20 et CCL27 sont les moins représentées puisque moins de 20% des vaisseaux 

sanguins sont positifs pour ces chimiokines. Certaines chimiokines CXC inhibent l’angiogenèse 

alors que d’autres stimulent ce processus. Ainsi, les chimiokines CXC sont classées selon la 

présence ou non d’un motif de trois acides aminés (ELR pour Glutamine-Leucine-Arginine) en 

amont de la première cystéine conservée. Les chimiokines possédant ce motif favorisent 

l’angiogenèse alors que celles ne l’ayant pas inhibent ce processus (Strieter et al. 1995). Les 

cellules endothéliales expriment à leur surface les récepteurs CXCR1 et CXCR2. Ces récepteurs 

possèdent de nombreux ligands dont certains, comme CXCL1, CXCL2 et CXCL5, sont 

présents dans le liquide synovial des patients atteints de PR. Ainsi, ces chimiokines sont 

potentiellement impliquées dans la néo-vascularisation des articulations arthritiques (Totoson 

et al. 2016). Les chimiokines CXCL5 et CXCL8, possédant le motif ELR, sont localisées à 

proximité des vaisseaux sanguins dans la membrane synoviale des patients atteints de PR (A. 

E. Koch et al. 2001). Les homogénats des membranes synoviales de ces patients favorisent 

l’angiogenèse. La chimiokine CXCL12 ne possède pas le motif ELR et est très abondante dans 

les articulations arthritiques. Contrairement aux autres chimiokines dépourvues de ce motif, 

CXCL12 est impliquée dans la formation des vaisseaux sanguins dans les articulations 

arthritiques (Pablos et al. 2003). CXCL12 et son récepteur CXCR4 sont présents sur les cellules 

endothéliales. CXCL12 est immobilisée sur la paroi des vaisseaux sanguins grâce à des 

molécules d’héparane sulfate, ce qui lui permet de favoriser l’angiogenèse et l’infiltration des 

cellules immunitaires. 

II.4. Le rôle physiopathologique des cellules de l’immunité de type 3 dans 

l’inflammation articulaire  

L’immunité de type 3 joue un rôle physiopathologique majeur dans les RIC. La présence 

de cellules relevant de cette immunité, comme les lymphocytes Th17 et les cellules ILC3, dans 

les articulations et la circulation sanguine des patients arthritiques témoigne de cette 

importance. Ainsi, des études montrent un nombre de lymphocytes Th17 périphériques 
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augmenté chez les patients atteints de PR et de SA (Lei Zhang et al. 2012). Les lymphocytes 

Th17 et les cellules ILC3 sont également présents dans le liquide synovial et la membrane 

synoviale des patients souffrant de SpA, de PR et de RP (Al-Mossawi et al. 2015). Chez les 

patients atteints de SpA, les protéines HLA B27 peuvent former des homodimères via 

l’interaction de leurs chaînes lourdes, et interagir avec le récepteur KIR3DL2 (killer cell Ig-like 

receptor) exprimé à la surface des lymphocytes Th17. Cette interaction induit la prolifération 

et la survie des lymphocytes Th17 et stimule leur production d’IL-17 (Bowness et al. 2011).  

Les patients souffrant de SA ou de PR ont des taux élevés d’IL-17 et d’IL-23 dans le 

sérum et le liquide synovial. Les taux d’IL-17A dans le sérum, le liquide synovial et la 

membrane synoviale des patients atteints de PR sont corrélés à la sévérité de la pathologie et 

peuvent aider au pronostic (Roşu et al. 2012). La cytokine IL-17 est produite par les 

lymphocytes Th17 et les cellules ILC3 mais également par d’autres cellules immunitaires telles 

que les mastocytes et les PNN. Lors d’une inflammation articulaire, cette cytokine stimule les 

cellules résidentes de l’articulation, comme les ostéoblastes, les chondrocytes, les fibroblastes 

synoviaux et les cellules endothéliales. L’IL-17 induit la sécrétion de cytokines pro-

inflammatoires, telles que l’IL-6, l’IL-8 et le TNFα, mais également de métalloprotéases 

matricielles et de RANKL. Ces médiateurs amplifient l’inflammation articulaire, induisent la 

dégradation du cartilage et l’érosion de l’os (Figure 19) (Braun et al. 2016). Chez les patients 

atteints d’arthrite, l’IL-23 contribue également à la dégradation des structures articulaires en 

participant à l’érosion de l’os de façon directe et indirecte. En effet, in vitro, l’IL-23 induit la 

différenciation des cellules mononucléées sanguines en ostéoclastes (Yago et al. 2007). Dans 

la PR, cette cytokine favorise la signalisation RANK/RANKL en stimulant l’expression de 

RANK sur les précurseurs des ostéoclastes (Chen et al. 2008). Les synoviocytes fibroblastiques 

des patients atteints de PR expriment à leur surface le récepteur à l’IL-23 et répondent à cette 

cytokine en augmentant leur production de RANKL (Li et al. 2010). L’IL-23 stimule également 

la production de RANKL par les lymphocytes T. L’IL-22, produite par les lymphocytes Th17 

et les cellules ILC3, a également un rôle important dans le remodelage osseux. Chez les patients 

atteints de RP, l’IL-22, très présente dans le liquide synovial, induit la néo-formation de l’os et 

l’expansion des ostéoblastes. En effet, cette cytokine stimule la prolifération et la migration des 

cellules souches mésenchymateuses et augmente l’expression des gènes ostéogéniques (El-

Zayadi et al. 2016).   
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Modifié de Strand et al. 2007, Miossec et Kolls 2012 et Braun et al. 2016 

Des essais cliniques évaluant l’efficacité d’anticorps inhibant l’activité de médiateurs 

de l’immunité de type 3 ont été effectués dans plusieurs RIC tels que la SpA et le RP. 

L’efficacité du secukinumab, un anticorps recombinant monoclonal humain dirigé contre l’IL-

17, a été évalué dans la SA, la PR et le RP (McInnes et al. 2015, Strand et al. 2017, Baeten et 

al. 2013, Baeten et al. 2015 et Blanco et al. 2017). Ce traitement stabilise voire diminue la 

sévérité de ces pathologies, ce qui lui a valu d’être autorisé en Europe et aux Etats-Unis dans le 

RP et la SA. D’autres essais cliniques évaluant l’efficacité d’un anticorps monoclonal humanisé 

dirigé contre l’IL-17, l’ixekizumab, et d’un anticorps monoclonal humain ciblant le récepteur 

à l’IL-17 (IL-17RA), le brodalumab, sont également en cours (Cheung 2017). L’ixekizumab 

semble efficace dans la PR et le brodalumab a montré son efficacité dans le RP et des essais 

cliniques sont en cours pour évaluer la pertinence de son utilisation dans la SA et la 

spondylarthrite axiale non-radiographique (Genovese et al. 2016, Genovese et al. 2014 et Mease 

et al. 2014). La cytokine IL-23 est également une cible potentielle dans les RIC. L’ustekinumab 

est un anticorps monoclonal humain inhibant les cytokines IL-12 et IL-23 en se liant à leur 

Figure 19 : Représentation schématique de l’action de l’IL-17 sur les cellules 

résidentes d’une articulation arthritique et de ses conséquences 
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sous-unité protéique commune P40. Des essais cliniques ont montré l’efficacité de cet anticorps 

dans le RP ; ce traitement inhibe la progression des lésions radiographiques (Ritchlin et al. 2014 

et McInnes et al. 2013). Il est autorisé dans plusieurs pathologies inflammatoires dont le RP par 

la Food Drug Administration (FDA).  

Les modèles animaux fournissent aussi des preuves de l’implication de l’immunité de 

type 3 dans les pathologies inflammatoires articulaires. Les rats transgéniques pour l’allèle 

HLA B27 développent spontanément une SpA. Ces rats ont un nombre augmenté de 

lymphocytes Th17 dans leurs ganglions poplités et de cellules produisant de l’IL-17 dans leurs 

articulations (Glatigny et al. 2012). Des modèles animaux mimant la physiopathologie de la PR 

ont également suggéré l’implication de l’immunité de type 3 dans cette pathologie. En effet, le 

développement de plusieurs modèles animaux comme l’AIC et l’arthrite induite par injection 

de sérum issu de souris K/BxN (arthrite K/BxN) requiert les lymphocytes Th17 et la production 

des cytokines IL-17 et IL-23. Les souris déficientes pour une sous-unité de la protéine IL-23 

(sous-unité IL-23p19) ne développent pas d’AIC et développent une arthrite K/BxN moins 

sévère que des souris sauvages (Pfeifle et al. 2017). De même, l’inhibition de l’IL-23 par un 

anticorps spécifique diminue la sévérité de l’AIC chez le rat (Yago et al. 2007). La déficience 

en IL-17 et l’inhibition de cette cytokine par un anticorps spécifique chez la souris engendrent 

un développement modéré de l’AIC (Nakae et al. 2003 et Lubberts et al. 2004). Dans ce même 

modèle, les souris déficientes pour l’IL-22 développent une arthrite significativement moins 

sévère que les souris sauvages (Corneth et al. 2016). L’ensemble de ces données suggère un 

rôle primordial de l’immunité de type 3 dans les modèles d’arthrites auto-immunes.     

III. Le microbiote intestinal, une nouvelle cible dans les maladies inflammatoires ? 

III.1.  Le microbiote intestinal physiologique et pathologique 

III.1.1. Le microbiote intestinal physiologique 

Le microbiote correspond à l’ensemble des bactéries, virus, archées et champignons qui 

colonisent les barrières physiologiques à l’interface entre l’organisme et le milieu extérieur 

(Figure 20A). Ainsi, il existe un microbiote au niveau de la peau, des poumons, de l’utérus et 

du tractus digestif. Le tube digestif héberge 1013 bactéries réparties en une centaine d’espèces. 

Dans les conditions physiologiques, le microbiote intestinal est en interaction symbiotique avec 

l’organisme qui l’héberge. En effet, l’hôte fourni un habitat et les éléments nutritifs aux micro-

organismes qui en contrepartie, produisent des métabolites essentiels, digèrent des éléments 

nutritifs, stimulent le système immunitaire et limitent la prolifération de micro-organismes 
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pathogènes (Eid et al. 2017). La concentration en bactéries augmente progressivement entre 

l’estomac (moins de 10² bactéries par gramme d’échantillon) et le colon (1012 bactéries par 

gramme d’échantillon) et atteint son maximum dans les selles (Figure 20B). La répartition des 

bactéries au sein de l’intestin n’est pas uniforme. La partie proximale du tractus digestif contient 

davantage de bactéries aérobies et/ou anaérobies facultatives par rapport à la partie distale du 

petit intestin et au colon (Sartor 2008). 

 

Modifiés de https://gutreactionscience.com/category/obesity/ et 

http://edu.mnhn.fr/mod/page/view.php?id=1413 

Contrairement à ce qu’il a longtemps été suggéré, le développement embryonnaire ne 

s’effectue pas dans des conditions stériles ; des micro-organismes ont été identifiés dans le 

liquide amniotique, le placenta et le cordon ombilical (Stout et al. 2013 et Jiménez et al. 2005). 

Le rôle de ces micro-organismes n’est pas bien défini ; le placenta serait un site de collecte 

d’antigènes qui favoriserait la tolérance du système immunitaire du fœtus face à des antigènes 

de bactéries commensales (Zaura et al. 2014). Le nouveau-né est colonisé dès la naissance par 

les micro-organismes présents au niveau de la muqueuse utérine de la mère (pour les naissances 

par voie basse) ou par les micro-organismes issus de la peau (pour les naissances par 

césarienne). Les enfants nés par voie basse ont, à l’âge adulte, un microbiote qui ressemble 

davantage à celui de leur mère. Ce microbiote a des propriétés différentes de celui acquis à la 

suite d’une césarienne, comme un nombre de gènes de résistance aux antibiotiques moins 

Figure 20 : Illustration du microbiote intestinal (A) et de la concentration 

bactérienne dans chacun des segments intestinaux (B) 
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important (Bäckhed et al. 2015). Le microbiote des nouveau-nés présente une faible diversité 

et est riche en bactéries capables de métaboliser le lactate comme celles appartenant aux genres 

Bifidobacteria et Lactobacillus. Le lait maternel contient ces deux genres bactériens, et leur 

présence est augmentée au sein des microbiotes fécal et vaginal au cours de la gestation ce qui 

favorise leur transmission au nouveau-né à la naissance (Mueller et al. 2015). Pendant les 2-3 

premières années de la vie, le microbiote intestinal est instable, sa composition est 

progressivement modifiée jusqu’à ressembler à celle d’un adulte (Koenig et al. 2011). La 

diversification alimentaire contribue à son enrichissement notamment via le développement de 

bactéries capables de digérer des résidus alimentaires tels que les sucres (Figure 21) (Bäckhed 

et al. 2015).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Modifié de Koenig et al. 2011 

A l’âge adulte le microbiote intestinal est globalement stable mais sa composition est 

variable entre différents individus ; elle dépend de nombreux facteurs comme l’alimentation, 

les origines ethniques ou encore l’environnement. Le microbiote intestinal est dominé par trois 

phyla bactériens, les Firmicutes, les Bacteroidetes et les Protéobactéries, qui représentent entre 

50 et 90% des espèces.  

Les Firmicutes, phylum composé majoritairement de bactéries Gram-positives, 

représentent environ 60 à 80% des bactéries intestinales. Cet embranchement se décline en trois 

classes, les Clostridia, les Bacilli et les Erysipelotrichales. Les familles, appartenant à la classe 

Figure 21 : Représentation de l’évolution du microbiote fécal du nouveau-né 

de la naissance à l’âge de 15 mois 
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des Clostridia, les plus représentées au sein du microbiote intestinal sont les Clostridiaceae 

(avec notamment les genres Clostridium et Feacalibacterium, en particulier l’espèce 

Faecalibacterium prausnitzii), les Eubacteriaceae, les Ruminococcaceae, en particulier avec 

l’espèce Ruminococcus gnavus, les Lachnospiraceae et les Veillonellaceae (Rajilić-Stojanović 

et al., 2014). Les familles Lactobacillaceae, Streptococcaceae (appartenant à l’ordre des 

Lactobacillales), Bacillaceae et Paenibacillaceae (appartenant à l’ordre des Bacillales) sont les 

familles de Bacilles les plus présentes dans le microbiote intestinal. 

L’embranchement des Bacteroidetes est un des phyla majeurs du microbiote intestinal. 

Il est constitué majoritairement de bactéries Gram-négatives. La famille appartenant aux 

Bacteroidetes la plus présente au sein du microbiote intestinal est la famille des Bacteroidaceae, 

composée notamment des espèces Bacteroides fragilis et Bacteroides vulgatus. Par ailleurs, des 

bactéries des familles des Porphyromonadaceae, des Prevotellaceae (notamment les espèces 

Prevotella copri, Prevotella stercorea, Prevotella nigrescens et des souches proches des 

espèces Prevotella veroralis et Prevotella shahii) et des Rikenellaceae sont également 

représentées dans le microbiote intestinal (Hayashi et al. 2007). 

Le phylum des protéobactéries est principalement composé de bactéries Gram-

négatives. Ce phylum est divisé en six classes majeures, les α, β, γ, δ, ε et ζ-Protéobactéries. 

Les cinq premières classes sont représentées dans le microbiote intestinal (Shin Whon, et Bae 

2015). On retrouve notamment des espèces de la famille des Neisseriaceae, appartenant à la 

classe des β-protéobactéries, et des bactéries de la famille des Entérobacteriaceae (notamment 

Escherichia coli), appartenant à la classe des γ-Protéobactéries (Shin, Whon, et Bae 2015). Des 

bactéries de la famille des Desulfovibrionaceae (δ-Protéobactéries), responsables de la 

production de sulfure d’hydrogène, sont également présentes. 

Au-delà de ces trois phyla majeurs, le microbiote intestinal est composé de bactéries 

d’autres embranchements, présentes en quantité plus restreinte : le phylum des Actinobactéries, 

avec le genre Bifidobacterium (appartenant à la famille des Bifidobacteriaceae), les ordres des 

Actinomycetales avec les familles Corynebacteriaceae et Actinomycinaceae (Lagier et al. 

2012). Ces familles sont davantage présentes dans l’intestin grêle que dans le colon. Des 

espèces des embranchements des Tenericutes, des Verrucomicrobia et des Spirochaetes sont 

également présentes (Human Microbiome Project Consortium, 2012). Il existe 

physiologiquement un rapport Firmicutes/Bacteroidetes de l’ordre de 10/1 avec une 

augmentation au cours de l’obésité et une diminution au cours des MICI. 
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En contrepartie de l’habitat et des éléments nutritifs que lui offre l’organisme, le 

microbiote intestinal fournit à ce dernier de nombreux services indispensables à sa survie 

(Figure 22). Ainsi, il protège l’organisme en limitant la prolifération des micro-organismes 

pathogènes et en stimulant le système immunitaire intestinal. Il est aussi primordial pour la 

synthèse de composés essentiels au bon fonctionnement de l’organisme hôte et pour la digestion 

de certains nutriments. Des micro-organismes du microbiote intestinal produisent des composés 

tels que des vitamines B hydrosolubles (ex : vitamines B12, B9) et des vitamines K (LeBlanc 

et al. 2013). Certaines souches bactériennes, appartenant par exemple aux espèces 

Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium longum ou encore Bifidobacterium breve, sont 

capables de synthétiser la vitamine B9 (Pompei et al. 2007). Les animaux et les végétaux sont 

incapables de produire la vitamine B12 ; cette vitamine est exclusivement synthétisée par des 

micro-organismes, comme Lactobacillus reuteri, présents dans le microbiote intestinal et qui la 

synthétisent dans des conditions anaérobies (Santos et al. 2007). Les bactéries du microbiote 

intestinal sont aussi nécessaires à la dégradation de composés alimentaires. Elles sont 

notamment responsables de la fermentation des protéines et des glucides partiellement digérés 

ou non dans l’intestin grêle. Elles transforment les glucides et les acides aminés en métabolites 

intermédiaires (comme le lactate et le succinate) puis en métabolites terminaux comprenant les 

AGCC. Les AGCC produits par les bactéries intestinales sont notamment l’acétate, le 

propionate et le butyrate. L’acétate, produit par les Bifidobactéries, participerait à la défense de 

l’intestin via son interaction avec l’épithélium du colon (Fukuda et al. 2011). Le butyrate quant 

à lui est une source d’énergie pour les colonocytes (Topping et Clifton 2001). Des sucres 

complexes comme la cellulose sont dégradés par des bactéries du microbiote appartenant 

essentiellement aux phyla des Bacteroidetes et des Firmicutes. Les genres Ruminococcus et 

Enterococcus regroupent plusieurs espèces bactériennes réalisant cette activité, (en particulier 

Enterococcus faecalis) (Chassard et al. 2010). Des substrats endogènes, comme le mucus et des 

cellules intestinales desquamées sont également la cible de ces bactéries. Par exemple, la 

bactérie Akkermensia muciniphila et plusieurs espèces bactériennes appartenant au genre 

Ruminococcus ont une grande capacité à dégrader les mucines intestinales en AGCC ; ces 

bactéries ont ainsi un rôle protecteur envers l’épithélium intestinal (Derrien et al. 2004).  
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Modifié de https://www.slideshare.net/AsmaAlQahtani1/gut-microbiota-in-health-and-disease 

III.1.2. Implication du microbiote dans la maturation et le maintien de 

l’immunité intestinale 

Le microbiote intestinal a un rôle important dans la mise en place et le maintien de la 

réponse immunitaire locale et systémique. En effet, l’élevage de souris en conditions stériles 

(axéniques) provoque une altération de l’ensemble de leur système immunitaire avec 

notamment des PP et des FLI qui sont moins nombreux et plus petits que chez des souris élevées 

en conditions conventionnelles (Macpherson et Uhr 2004 et Bouskra et al. 2008). L’activité des 

lymphocytes T et B chez les souris élevées en conditions stériles est altérée et le nombre de 

lymphocytes T dans la lamina propria de l’intestin grêle est plus faible que chez les souris 

élevées dans des conditions standards (Chung et al. 2012). Les lymphocytes B de la muqueuse 

intestinale produisent majoritairement des anticorps de type IgA, qui sont sécrétés dans la 

lumière intestinale où ils reconnaissent des composants microbiens (Brandtzaeg 2009). Ces 

anticorps sont indispensables à la maturation du microbiote intestinal, ainsi qu’à sa régulation 

et à sa stabilité. Ainsi, le microbiote fécal des souriceaux nouveau-nés est dominé par des 

enterobacteriaceae, une famille bactérienne appartenant à la classe des gamma-protéobactéries 

(Mirpuri et al. 2014). Chez les souris adultes, cette classe bactérienne est peu représentée. Or, 

les souriceaux ont un taux élevé d’IgA spécifiques des γ-protéobactéries, ce qui suggère que 

Figure 22 : Représentation schématique de la relation symbiotique entre le microbiote 

intestinal et l’hôte 
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ces anticorps, produits par des plasmocytes de la muqueuse intestinale, permettent de réguler 

les populations bactériennes (Mirpuri et al. 2014). D’ailleurs, les souriceaux nouveau-nés et les 

souris élevées dans des conditions stériles, ont peu de plasmocytes intestinaux et une production 

d’anticorps réduite. La colonisation de ces souris par un microbiote intestinal commensal 

provoque une augmentation significative du nombre de ces cellules (Hapfelmeier et al. 2010). 

Le microbiote intestinal induit la production d’IgA via la production d’AGCC et notamment 

d’acétate. Ces données montrent l’importance des interactions entre l’immunité mucosale et le 

microbiote intestinal (Wu et al. 2010).     

L’homéostasie intestinale est le fruit d’une stimulation continue de l’immunité mucosale 

par le microbiote qui, en retour, lutte contre les pathogènes et contrôle la prolifération des 

bactéries commensales. Les CPA sont les cellules qui assurent l’interface entre le microbiote et 

l’immunité intestinale. Dans la lamina propria, des CPA, telles que les CD et les macrophages, 

sont capables de recueillir des micro-organismes, de les digérer, de présenter à leur surface des 

peptides microbiens et d’activer la différenciation des lymphocytes Th0 en lymphocytes Th1, 

Th2, Th17 ou Treg, suivant le context cytokinique. Au cours de ce processus, des lymphocytes 

B sont également activés ; ces cellules deviennent matures et produisent des anticorps, 

notamment des IgA. Les cellules lymphoïdes de l’immunité innée, comme les ILC3, sont 

également activées par les CPA via la production d’IL-23 et d’IL-1β. Les cellules ILC3 ainsi 

activées sécrètent des cytokines telles que l’IL-22 qui stimulent la production de peptides 

antimicrobiens par les CEI (Kabat et al. 2014).  

Certaines bactéries du microbiote intestinal contribuant au développement et au 

maintien de l’immunité mucosale, et notamment de l’immunité de type 3, ont été identifiées. Il 

s’agit notamment des bactéries filamenteuses segmentées (SFB), connues pour stimuler la 

différenciation des lymphocytes Th17. En effet, la présence de cette bactérie au sein du tube 

digestif suffit à elle seule à induire la différenciation des lymphocytes Th17 dans la muqueuse 

intestinale de souris initialement axéniques (Ivanov et al. 2009). La fixation de SFB aux cellules 

épithéliales stimule leur production de la protéine SAA (serum amyloid A) et de cytokines qui 

induisent la différenciation Th17. Ainsi, cette bactérie stimule la différenciation des 

lymphocytes Th17 et des cellules ILC3 via l’activation de la synthèse d’IL-23 par les CD. Cette 

production d’IL-23 active la synthèse d’IL-22 par les cellules ILC3, ce qui favorise la 

production de la protéine SAA par les cellules épithéliales et la différenciation lymphoïde 

(Figure 23) (Sano et al. 2015 et Omenetti et Pizarro 2015). Cependant, le microbiote ne joue 

qu’un rôle partiel dans la différenciation des cellules ILC3. En effet, les lymphocytes LTi se 
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développant au cours de l’embryogenèse ne nécessitent pas la présence des micro-organismes 

pour leur différenciation (Sawa et al. 2010). En revanche, les AGCC, notamment le butyrate, 

l’acétate et le propionate, produits par les bactéries du microbiote influencent la différenciation 

leucocytaire au sein de l’intestin. Les cellules ILC3 sont différentiellement présentes au sein 

des PP en fonction de leur sous-groupe. Les ILC3 CCR6+ et les ILC3 CCR6-Nkp46+ sont 

davantage représentées dans les PP du jéjunum alors que les ILC3 CCR6-Nkp46- sont présentes 

en plus grande proportion dans les PP de l’iléon terminal (Kim et al. 2017). Le butyrate issu du 

métabolisme bactérien du microbiote intestinal contribue à cette régionalisation car il favorise 

la présence des ILC3 CCR6-Nkp46- et réprime celle des ILC3 CCR6-Nkp46+  (Kim et al. 2017). 

La différenciation des lymphocytes Treg est également influencée par les AGCC. Plus 

particulièrement au niveau du colon chez la souris, le butyrate favorise l’expression du facteur 

de transcription FoxP3, en induisant des modifications épigénétiques de son promoteur 

(Furusawa et al. 2013). Des antigènes bactériens peuvent directement stimuler la différenciation 

des lymphocytes Treg. Ainsi, le PSA, exprimé à la surface de bactéries commensales telles que 

Bacteroides fragilis, protège les souris de la colite expérimentale induite par l’administration 

d’Helicobacter hepaticus via l’induction de lymphocytes Treg, cellules qui inhibent les 

lymphocytes Th17 (Mazmanian, Round, et Kasper 2008) (Figure 23). D’autres bactéries, telles 

que des espèces appartenant au genre Clostridium, sont également capables de favoriser la 

présence des lymphocytes Treg dans la muqueuse intestinale, notamment via la production de 

butyrate. En effet, le butyrate stimule les CD qui synthétisent de l’acide rétinoïque, un inducteur 

de l’expression de FoxP3 et un régulateur de la différenciation des lymphocytes Th17 (Figure 

23).           
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Modifié de Omenetti et Pizarro 2015 

III.1.3. Les modifications du microbiote intestinal dans les pathologies 

inflammatoires articulaires 

L’existence d’un lien entre certains micro-organismes, et notamment les bactéries, et la 

survenue de pathologies rhumatismales est soupçonnée depuis très longtemps. Le meilleur 

exemple est le rhumatisme articulaire aigu survenant chez les individus jeunes après une 

affection pharyngée à streptocoque β-hémolytique du groupe A. Le mécanisme semble 

impliquer la nature super-antigénique des exotoxines produites par les souches bactériennes et 

un mimétisme moléculaire entre certains constituants de la membrane bactérienne (protéine M, 

N-acétyl-glucosamine) et des composants de la MEC (Henningham et al. 2012). Plus 

récemment, plusieurs bactéries de la sphère buccale, comme Porphyromonas gingivalis et 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans, impliquées dans les parodontites, ont été associées à 

la physiopathologie de la PR en raison de leur capacité à provoquer la citrullination de peptides 

et donc la survenue d’ACPA qui sont des facteurs de risque de développer une forme sévère de 

Figure 23 : Représentation schématique du contrôle des lymphocytes Th17 et Treg par des 

bactéries commensales du microbiote intestinal 



88 

 

PR (Sakkas et al. 2017). Certains micro-organismes du microbiote intestinal font également 

partis des agents bactériens impliqués dans la survenue d’une arthrite. Ainsi, les arthrites 

réactionnelles sont principalement consécutives à une infection digestive ou de l’urètre. 

Plusieurs bactéries entériques sont susceptibles de participer au développement d’une arthrite 

réactionnelle, c’est notamment le cas des salmonelles, de Clostridium difficile, de plusieurs 

espèces de Shigella (C. flexneri, S. dysenteriae, S. sonnei), de différentes espèces de Yersinia 

(Y. enterocolitica, Y. pseudotuberculosis) et d’espèces appartenant au genre Campylobacter (C. 

jejuni, C. coli) (Leirisalo-Repo 2005). Les patients atteints de RIC tels que la SpA et la PR 

présentent un microbiote intestinal différents de celui d’individus contrôles ; on parle alors de 

dysbiose (Figure 24). 

Modifiés de Breban et al. 2017 

Les études de l’ADN bactérien effectuées par séquençage haut-débit ont permis de 

mettre en évidence une variation de la composition du microbiote intestinal chez les patients 

souffrant de RIC. Cette dysbiose est caractérisée par une diminution de la diversité bactérienne 

et un déséquilibre entre les différentes communautés bactériennes.  

III.1.3.1. Dysbiose et spondylarthrite 

Le microbiote intestinal des patients atteints de SpA est caractérisé par une 

augmentation de la famille des Lachnospiraceae (appartenant à l’embranchement des 

Firmicutes) (Breban et al. 2017). Ces patients présentent également une augmentation de 

Figure 24 : Comparaison des phyla bactériens (A) et des familles bactériennes (B) du 

microbiote fécal d’individus contrôles, de patients atteints de spondylarthrite et de 

patients atteints de polyarthrite rhumatoïde 
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certaines espèces appartenant aux genres Ruminococcus (notamment l’espèce Ruminococcus 

gnavus), Dorea, Coprococcus et Blautia (en particulier l’espèce Blautia pruducta) dans leur 

microbiote fécal (Breban et al. 2017). La famille des Coriobacteriaceae, appartenant au phylum 

des Actinobactéries, est aussi davantage représentée chez les patients atteints de SpA. Le 

microbiote de ces patients est, en revanche, pauvre en Prevotellaceae et en Paraprevotellaceae, 

deux familles de l’embranchement des Bacteroidetes (Breban et al. 2017). Des analyses ont 

également été réalisées sur le microbiote de biopsies d’iléon terminal. Les patients atteints de 

SA présentent une augmentation des familles Lachnospiraceae, Ruminococcaceae, appartenant 

au phylum des Firmicutes, et des familles Rikenellaceae, Porphyromonadaceae et 

Bacteroidaceae, qui appartiennent à l’embranchement des Bacteroidetes (Costello et al. 2015). 

En revanche, les familles Veillonellaceae et Prevotellaceae sont sous-représentées dans le 

microbiote iléal (Costello et al. 2015). D’autres études suggèrent l’implication de 

l’entérobactérie Klebsiella pneumoniae dans le développement de la SA (Puccetti et al. 2017). 

III.1.3.2. Dysbiose et polyarthrite rhumatoïde 

L’étude de la beta-diversité bactérienne montre que la composition du microbiote 

intestinal des patients atteints de PR est différente de celles des individus contrôles et des 

patients atteints de SpA (Breban et al. 2017). Plusieurs études ont montré l’existence d’une 

corrélation entre des micro-organismes et le développement d’une PR. Tout d’abord, les 

premières analyses du microbiote fécal par amplification du gène codant l’ARNr (Acide 

ribonucléique ribosomique) 16S bactérien par RT-PCR (Reverse transcription-polymerase 

chain reaction), ont montré une proportion moins importante des bactéries de la famille 

Bacteroides-Porphyromonas-Prevotella, et des espèces Bacteroides fragilis et Eubacterium 

rectale-Clostridium coccoides par rapport à des patients atteints de fibromyalgie non-

inflammatoire (Vaahtovuo et al. 2008). Le séquençage haut-débit de l’ADN codant l’ARNr 16S 

bactérien a permis de compléter en partie les analyses du microbiote fécal et de montrer que le 

développement d’une PR est associé à une déplétion en bactéries Gram-négatives comme 

certaines Protéobactéries et des Firmicutes Gram-négatives de la famille des Veillonellaceae 

(X. Zhang et al. 2015). La proportion de bactéries du genre Faecalibacterium, appartenant aux 

Firmicutes, est également diminuée (J. Chen et al. 2016), tout comme le groupe XIV de la classe 

Clostridia et la famille des Lachnospiraceae, (Scher et al. 2013), ainsi que l’espèce Megamonas 

hypermegale (X. Zhang et al. 2015). Au sein de l’embranchement des protéobactéries, le genre 

Haemophilus, la famille des Bifidobacteriaceae ainsi que les espèces Klebsiella pneumoniae, 

Sutterella wadsworthensis sont présentes en quantité moindre chez les patients atteints de PR 
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(X. Zhang et al. 2015 et Breban et al. 2017). C’est également le cas pour l’espèce 

Bifidobacterium bifidum, de l’embranchement des Actinobactéries, et pour les familles 

Prevotellaceae et Paraprevotellaceae et le genre Bacteroides, appartenant à l’embranchement 

des Bacteroidetes (Scher et al. 2013 et Breban et al. 2017). 

En revanche, d’autres taxons bactériens sont davantage présents dans le microbiote 

intestinal des patients souffrant de PR. Le microbiote est plus riche en Proteobactéries, et 

notamment en bactéries de la famille des Enterobacteriaceae, comme le genre Klebsiella, et en 

familles des desulfovibrionaceae et des succinivibrionaceae (Breban et al. 2017). Les bactéries 

du genre Prevotella, et notamment l’espèce Prevotella Copri, sont également surreprésentées 

(Scher et al. 2013 et Maeda et al. 2016). Zhang X et ses collaborateurs ont montré que le 

microbiote fécal des patients atteints de PR est enrichi en bactéries Gram-positives et tout 

particulièrement en certaines espèces du genre Lactobacillus (X. Zhang et al. 2015 et Liu et al. 

2013). D’autres auteurs ont montré une surabondance de bactéries appartenant à 

l’embranchement des Actinobactéries, comme les genres Actinomyces, Collinsella et 

Eggerthella (notamment l’espèce Eggerthella lenta) et les espèces Gordonibacter pamelaeae 

et Bifidobacterium dentium (J. Chen et al. 2016 et X. Zhang et al. 2015). Certaines bactéries 

appartenant à l’embranchement des Firmicutes, comme les genres Turicibacter et 

Streptococcus et les espèces Clostridium asparagiforme, Lachnospiraceae bacterium et 

Ruminococcus lactaris sont également augmentées (J. Chen et al. 2016 et X. Zhang et al. 2015). 

Des espèces et des familles appartenant au phylum des Tenericutes sont également davantage 

représentées dans le microbiote fécal des patients atteints de PR (Breban et al. 2017).  Zhang X 

et ses collaborateurs ont aussi montré que chez ces patients les microbiotes salivaire et dentaire 

sont également modifiés. Par exemple, des bactéries du genre Veillonella ainsi que les espèces 

Lactobacillus salivarius et Cryptobacterium curtum sont davantage présentes dans la plaque 

dentaire et la salive (X. Zhang et al. 2015). Au contraire, l’espèces Rothia aeria et des bactéries 

du genre Neisseria y sont moins présentes. D’autres espèces bactériennes du microbiote buccal 

sont susceptibles d’avoir un rôle dans la physiopathologie de la PR. En effet, Porphyromonas 

gingivalis, une bactérie connue pour participer au développement des parodontites, est 

davantage présente dans le microbiote buccal des patients atteints de PR (Laugisch et al. 2016).  

Il a été rapporté que le microbiote fécal est différent entre des sous-populations de 

patients. Ainsi, les patients positifs pour le FR sont davantage colonisés par les bactéries du 

genre Klebsiella et l’espèce E. coli appartenant au groupe phylogénétique D alors que les 

patients négatifs pour ce facteur présentent davantage de bactéries E. coli du groupe 
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phylogénétique B2 (Newkirk et al. 2010). Le lien potentiel entre le microbiote intestinal et la 

PR est renforcé par le fait que chez les patients présentant une amélioration clinique, le 

microbiote intestinal tend à devenir normal (X. Zhang et al. 2015).  

III.2.  Liens entre l’immunité, les micro-organismes et les pathologies inflammatoires 

articulaires  

III.2.1. Le mimétisme moléculaire 

Environ 75% des patients ayant une arthrite réactionnelle ont l’antigène HLA B27, cet 

antigène est également présent chez 90% des patients atteints de SA. L’hypothèse que cet 

antigène serait au cœur de la relation micro-organismes-SpA est étudiée depuis les années 1960. 

Certaines études suggèrent que des anticorps dirigés contre des antigènes exprimés à la surface 

de certaines espèces bactériennes comme Shigella flexneri, Klebsiella pneumoniae ou encore 

Yersinia enterocolitica reconnaissent également HLA B27 (van Bohemen, Grumet, et Zanen 

1984 et Asquith et al. 2014) selon le principe du mimétisme moléculaire. Les enzymes 

nitrogénase réductase et pullulanase pul-D de la bactérie Klebsiella possèdent des séquences 

similaires à la protéine HLA B27 (Schwimmbeck, Yu, et Oldstone 1987 et Fielder et al. 1995) 

(Figure 25). L’homologie de séquence entre des protéines bactériennes et humaines peut 

concerner d’autres antigènes puisque par exemple, l’enzyme pullulanase pul-A possède des 

séquences homologues aux fibres de collagène I, III et IV (Fielder et al. 1995) (Figure 25). Les 

patients atteints de SA possèdent d’ailleurs davantage d’anticorps dirigés contre Klebsiella 

Pneumoniae que les individus contrôles (Ebringer et al. 2007 et Rashid et Ebringer 2007). Ces 

anticorps sont majoritairement produits dans le jéjunum de l’intestin grêle (Maki-Ikola et al. 

1997). Des modèles animaux ont permis de conforter ces observations. Ainsi, l’injection de 

lymphocytes exprimant l’antigène HLA B27 à des lapins provoque la production d’anticorps 

capables de fixer des protéines issues de Klebsiella (Welsh et al. 1980). De même, les anticorps 

produits par des lapins immunisés avec Klebsiella fixent les lymphocytes provenant de patients 

HLA B27 positifs mais pas ceux issus d’individus HLA B27 négatifs (Baines et al. 1990).  

Des études suggèrent que le développement d’une PR peut également être influencé par 

la présence de certaines bactéries possédant des antigènes similaires aux protéines humaines. 

Plusieurs études depuis le milieu des années 1980, ont montré un lien entre la présence de la 

bactérie Proteus mirabilis et la production d’auto-anticorps conduisant au développement de la 

PR. En effet, des anticorps dirigés initialement contre la bactérie Proteus mirabilis peuvent 

reconnaître des protéines humaines. Par exemple, des produits libérés par la réaction 

enzymatique des hémolysines de Proteus mirabilis présentent des similitudes avec la protéine 
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HLA-DR4/1, un antigène du CMH de type 1 (Ebringer et al. 1992). De même, une enzyme 

exprimée à la surface de cette bactérie, l’uréase, et le collagène de type XI humain ont des 

séquences homologues (Figure 25) (Wilson et al. 1995). Les patients atteints de PR ont des 

taux plus élevés d’anticorps dirigés contre Proteus mirabilis que des individus contrôles 

(Rashid et al. 2007). Réciproquement, l’injection de lymphocytes humains exprimant HLA-

DR4/1 à des lapins provoque la production d’anticorps spécifiques contre Proteus mirabilis 

(Ebringer et al. 1985). 

De Rashid et Ebringer 2012 

La bactérie Porphyromonas gingivalis est capable d’induire la production locale de 

protéines citrullinées via l’enzyme, PAD (Wegner et al. 2010). Cette enzyme transforme l’acide 

aminé arginine en citrulline. La citrullination modifie la structure de certaines protéines, 

générant ainsi la formation de nouveaux épitopes qui peuvent engendrer la production 

d’ACPAs (Lourido et al. 2017). Ces anticorps peuvent être retrouvés chez des patients atteints 

de PR bien avant l’apparition des premiers symptômes. Les ACPAs sont capables de 

reconnaître de nombreuses protéines modifiées de façon post-traductionnelle comme le 

collagène de type 2 et la fibronectine (Klareskog et al. 2014). La bactérie Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans, également associée à des infections du péridonte, est capable de 

reproduire le répertoire d’antigènes citrullinés présents dans les articulations des patients 

souffrant de PR (Konig et al. 2016). Cette bactérie produit une toxine, la leucotoxine-A (LtxA), 

qui active les enzymes de citrullination des PNN, provoquant ainsi une hypercitrullination dans 

ces cellules. La LtxA induit également la dégranulation des PNN, qui libèrent alors leurs 

Figure 25 : Illustration du mimétisme moléculaire entre des protéines des bactéries 

Proteus mirabilis et Klebsiella pneumoniae et des protéines humaines 
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antigènes citrullinés. Par ailleurs, Porphyromonas gingivalis tout comme Prevotella 

intermedia, appartenant également au microbiote buccal, sont présentes dans le liquide synovial 

des patients atteints de PR (Bedaiwi et Inman 2014). Des anticorps dirigés contre ces bactéries 

et d’autres (Prevotella melaninogenica, Tannerella forsythia) sont retrouvés chez ces patients  

(Farquharson et al. 2012 et Sandhya et al. 2016). La cavité buccale ne serait pas la seule source 

d’ACPAs. Des peptides citrullinés, comme la vimentine, l’alpha-fibrinogène et l’actine, sont 

également abondants dans la muqueuse colique et sont la cible des ACPAs (Bennike et al. 

2017).  

III.2.2. La perméabilité intestinale 

Les patients atteints de SA ont une augmentation de leur perméabilité de la muqueuse 

intestinale (Martínez-González et al. 1994). Ce phénomène pourrait engendrer une 

augmentation des échanges entre la lumière intestinale et l’organisme, voire permettre des 

échanges impossibles dans les conditions physiologiques, comme l’entrée de micro-organismes 

vivants. De l’ADN de bactéries pathogènes, initialement localisées dans la cavité buccale, a été 

observé dans le sérum et le liquide synovial de patients souffrant de PR (Martinez-Martinez et 

al. 2009). Dans certaines formes d’arthrite, il a été constaté une augmentation de la perméabilité 

intestinale, une inflammation intestinale ainsi qu’une dysbiose. Cependant il n’a pas été établi 

si l’augmentation de la perméabilité de l’épithélium intestinal est la conséquence ou la cause de 

l’inflammation intestinale et/ou de la dysbiose (Gill et al. 2015). Il semblerait que des bactéries 

responsables de la production d’AGCC, notamment de butyrate, soient moins représentées dans 

le microbiote intestinal des patients atteints de SA, ce qui engendrait une diminution de la 

protection de l’épithélium intestinal (Stoll et al. 2014). Chez ces patients la bactérie 

Faecalibacterium prausnitzii (Clostridia du cluster IV) est présente en quantité moindre. De 

même, chez les patients souffrant de PR, le groupe XIV de la classe Clostridia est plus 

faiblement représenté (Scher et al. 2013), comme ces bactéries représentent une importante 

source de butyrate pour les colonocytes, leur diminution réduit les ressources énergétiques de 

ces cellules, ce qui pourrait fragiliser l’épithélium intestinal et réduire sa fonction de barrière. 

III.2.3. L’immunité intestinale 

Plusieurs études montrent des liens entre l’immunité intestinale et le développement 

d’une arthrite. Tout d’abord, les patients atteints d’arthrite sont susceptibles de développer une 

inflammation intestinale plus ou moins importante. Deux tiers des patients atteints de SpA 

présentent une inflammation intestinale microscopique (Kabeerdoss, Sandhya, et Danda 2016). 



94 

 

Certains de ces patients peuvent développer une MICI nécessitant une prise en charge par un 

gastro-entérologue ; c’est le cas de 5 à 10% des patients (Taurog, Chhabra, et Colbert 2016 et 

Kabeerdoss, Sandhya, et Danda 2016). Réciproquement, des patients atteints de MICI 

développent des manifestations extra-intestinales, parmi lesquelles figure l’arthrite. La SpA est 

la manifestation extra-intestinale la plus fréquente chez les patients atteints de MICI puisqu’elle 

touche 17 à 39% d’entre eux (Gionchetti, Calabrese, et Rizzello 2015 et Asquith et al. 2014). 

Les patients souffrant de la MC sont davantage concernés que ceux atteints de RCH. 

L’incidence cumulative de SpA chez ces patients est de 6,7% 10 ans après le diagnostic des 

lésions inflammatoires intestinales, de 13,9% à 20 ans et de 18,6% à 30 ans (Shivashankar et 

al. 2012). Par ailleurs, les molécules HLA B27 des patients atteints de SA HLA B27 positifs 

peuvent former des homodimères par association des chaînes lourdes. Ces interactions sont 

dites non-conventionnelles (NC-B27). Les homodimères de protéines HLA B27 sont retrouvés 

dans la membrane synoviale de ces patients mais également au niveau de leur muqueuse 

intestinale. Ils sont notamment localisés sur les cellules mononucléées infiltrées dans la lamina 

propria.    

Chez les patients souffrant de PR, des études témoignent de l’implication de l’immunité 

mucosale intestinale dans le développement de la pathologie. Ainsi, dans leurs articulations 

(membrane synoviale et liquide synovial) et sur leurs cellules mononuclées circulantes, sont 

exprimés des peptides bactériens présentés par les molécules HLA-DR. Chez 40% de ces 

patients, des peptides de Prevotella copri présentés par HLA-DR stimulent une réponse T et/ou 

B (Pianta et al., 2017). Des auto-antigènes sont retrouvés dans la membrane synoviale des 

patients souffrant de PR, comme la N-acétylglucosamine-6-sulfate (GNS) et la filamine A 

(FLNA). Ces antigènes ont des homologies de séquence avec des protéines appartenant aux 

bactéries des genres Prevotella et Parabacteroides pour la GNS et aux genres Prevotella et 

Butyricimonas pour la FLNA. Ces bactéries sont présentes dans le microbiote intestinal 

commensal (Pianta et al., 2017). Enfin, certains peptides citrullinés propices au développement 

d’ACPA, comme ceux issus de la myosine-9, de l’inhibiteur de l’ATPase mitochondrial et de 

la chaîne alpha de la spectrine, sont uniquement présents dans la muqueuse colique des patients 

atteints de PR. 

Que ce soit dans la SpA ou la PR, l’immunité de type 3, notamment les lymphocytes 

Th17 et les cellules ILC3, jouent un rôle primordial dans l’inflammation articulaire, en 

particulier en sécrétant des cytokines telles que l’IL-22 et l’IL-17. Cette immunité est également 

très développée dans la muqueuse de l’intestin grêle qui joue le rôle de réservoir pour ces 
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cellules. Le microbiote intestinal participe à la mise en place et au maintien de cette immunité. 

Devant ces éléments de preuve, combinés au fait que les patients atteints de SpA et de PR 

présentent une dysbiose intestinale, des auteurs ont émis l’hypothèse que dans des conditions 

dysbiotiques, l’immunité de type 3 intestinale serait particulièrement active et que cela 

provoquerait une migration de ces cellules par voie sanguine vers des sites extra-intestinaux, 

comme les articulations (Figure 26) (Wu et al. 2016, Scher et Abramson 2011 et Ranganathan 

et al. 2017). L’ensemble de ces données suggère un lien entre l’activation de la réponse 

immunitaire mucosale dans l’intestin et le développement d’une inflammation articulaire chez 

les patients arthritiques.  
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Modifié de Scher et Abramson 2011 et Ranganathan et al. 2017  

 

 

 

Figure 26 : Illustration de l’implication de l’immunité de type 3 intestinale dans le 

développement des rhumatismes inflammatoires chroniques en conditions dysbiotiques 
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III.3.  Des éléments de preuve de l’implication du microbiote dans les RIC apportés 

par les modèles animaux 

Il reste très difficile d’établir chez l’homme des liens entre deux systèmes comme 

l’immunité intestinale et l’inflammation articulaire. Dans ce contexte, les modèles animaux sont 

un outil essentiel pour étudier les relations entre l’immunité intestinale, le microbiote et 

l’inflammation articulaire.   

III.3.1. Modèles animaux et spondylarthrite 

Les rats transgéniques pour l’allèle HLA B27 (rats HLA B27) et/ou pour la bêta-2-

microglobuline humaine (rats HLA B27h/β2m et rats h/β2m respectivement) développent 

spontanément une SpA et une colite. Ces rats ont un microbiote différent de celui de rats 

sauvages. En effet, que ce soit dans la lumière ou dans la muqueuse caecales, les microbiotes 

des rats HLA B27h/β2m et des rats h/β2m sont plus riches en bactéries du genre Paraprevotella 

et présentent une diminution en bactéries d’un genre inconnu de la famille Rikenellaceae (Lin 

et al. 2014). Par ailleurs, la bactérie Bacteroides vulgatus est davantage représentée dans le 

microbiote caecal des rats HLA B27h/β2m et h/β2m. L’élevage des rats transgéniques HLA 

B27 en conditions stériles empêche le développement des inflammations articulaire et 

intestinale (Taurog et al. 1994). La perméabilité de l’épithélium intestinal de ces rats est près 

de cinq fois plus importante que celle des rats sauvages (Kerr et al. 1999).  

Les rats transgéniques B27 TG1 (rats B27 TG1) chez lesquels sont administrées de 

faibles doses de la bactérie M. Tuberculosis inactivée développent une arthrite et une spondylite 

sans inflammation intestinale. Contrairement aux rats Lewis sains, les rats B27 TG1 expriment 

une forme non-conventionnelle de la protéine HLA B27 dans leurs articulations 

inflammatoires, mais aussi dans la lamina propria et les PP de leur intestin grêle (Rysnik et al. 

2016).    

Des souris transgéniques exprimant l’allèle HLA B27 et la β-2-microglobuline humains 

développent une enthésite au niveau des chevilles et des tarses (Hacquard-Bouder et al. 2006). 

Cependant, ces souris ne présentent pas de signes d’inflammation sur d’autres sites et un terrain 

génétique favorable au développement de la SpA est nécessaire (Hacquard-Bouder et al. 2006). 

Le microbiote intestinal semble jouer un rôle important dans le développement de la pathologie 

articulaire de ces souris. En effet, leur élevage en conditions stériles provoque une disparition 

du phénotype articulaire alors que l’administration par voie orale d’un cocktail d’au moins deux 

bactéries suffit pour déclencher la SpA (Reháková et al. 2000 et Sinkorová et al. 2008).  
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La souris SKG possède une mutation ponctuelle dans la protéine ZAP-70 (Zeta chain of 

T cell receptor associated protein kinase 70), une molécule permettant la transduction du signal 

dans les lymphocytes T (Sakaguchi et al. 2003). Ces souris développent spontanément une 

arthrite similaire à une PR. En revanche, l’élevage des souris SKG en absence de pathogène 

prévient le développement de l’arthrite (Yoshitomi et al. 2005). Dans ces conditions, l’injection 

de polymères de glucose qui composent la paroi de certaines levures telles que des Candida et 

Saccharomyces, de champignons comme Aspergillus et Pneumocystis, ou de certaines 

bactéries, provoque l’apparition de symptômes caractéristiques d’une SpA (inflammation des 

articulations axiales et périphériques notamment) et de la MC (Ruutu et al. 2012). Les souris 

SKG ayant reçu des polymères de glucose ont un microbiote intestinal différent de celui des 

souris SKG n’ayant pas subi de traitement (Rehaume et al. 2014).           

III.3.2. Modèles animaux et polyarthrite rhumatoïde 

Les modèles animaux ont également permis de renforcer l’hypothèse d’un lien possible 

entre le microbiote et la PR. Ainsi, l’inoculation de fragments de parois de certaines bactéries 

comme Streptoccocus pyogenes, Lactobacillus casei ou encore Eubacterium aerofaciens  

déclenche une polyarthrite chez la souris (van den Broek 1989, Lehman et al. 1983 et Cromartie 

al. 1977).  

Les microbiotes oral et intestinal ont également un rôle important dans le déclenchement 

d’une arthrite chez la souris en modulant le système immunitaire intestinal. L’inoculation par 

voie orale des bactéries Porphyromonas gingivalis ou Prevotella nigrescens à des souris 

développant une AIC aggrave la sévérité de la pathologie via une réponse Th17 (de Aquino et 

al. 2014 et Sato et al. 2017).  

Les souris déficientes pour l’antagoniste du récepteur de l’IL-1 (IL-1Ra-/-) développent 

spontanément une arthrite. Ces souris ont un microbiote intestinal différent des souris sauvages 

de même fond génétique (Rogier, Ederveen, et al. 2017). En effet, leur microbiote est plus riche 

en bactéries du genre Helicobacter et contient moins de bactéries des genres Ruminoccocus et 

Prevotella. Le microbiote de ces souris favoriserait la différenciation des lymphocytes Th17 

dans la lamina propria intestinale, avec une augmentation de la sécrétion d’IL-17. L’élevage 

de ces souris en conditions stériles diminue la sévérité de l’arthrite (Abdollahi-Roodsaz et al. 

2008) et limite l’expansion des lymphocytes Th17 dans la muqueuse intestinale (Rogier, 

Ederveen, et al. 2017). Leur traitement avec des antibiotiques prévient le développement de 

l’arthrite.  
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Les souris K/BxN sont le fruit du croisement de souris transgéniques pour le récepteur 

TCR (souris KRN/B6) avec des souris de la lignée NOD. Ces souris développent spontanément 

une arthrite. L’élevage de ces souris en conditions stériles empêche le développement de 

l’arthrite et l’inoculation des SFB rétablit la pathologie (H.-J. Wu et al. 2010). Le rôle important 

de la bactérie SFB pour le développement de l’arthrite chez les souris K/BxN est confirmé par 

l’incidence moindre de l’arthrite chez les souris K/BxN jeunes (âgées de 6 à 8 semaines) ayant 

un microbiote dépourvu de cette bactérie (Teng et al. 2017). A l’inverse, la présence abondante 

de cette bactérie est propice au développement d’une arthrite sévère. La bactérie SFB induit la 

différenciation des lymphocytes Th17 dans la lamina propria et la production d’auto-anticorps.  

Le gène HLA-DR est impliqué dans le développement d’une AIC. Ainsi, l’haplotype 

HLA-DRB1*0401 est associé à une susceptibilité de développer une AIC alors que l’haplotype 

HLA-DRB1*0402 est présent chez des souris résistantes à cette arthrite. Le microbiote de souris 

possédant l’haplotype HLA-DRB1*0402 (souris *0402) est différent de celui des souris 

exprimant l’haplotype HLA-DRB1*0401 (souris *0401) (Gomez et al. 2012). Les souris *0401 

présentent un ratio Bacteroidetes sur Firmicutes moins important que les souris *0402, avec 

notamment davantage de bactéries du genre Allobaculum (phylum des Firmicutes) et moins de 

bactéries des genres Barnesiella et Parabacteroides (phylum des Bacteroidetes). Les souris 

*0402 ont en revanche un microbiote plus riche en bactéries appartenant au phylum des 

Actinobactéries.  

Le microbiote intestinal est modifié lors du développement d’une arthrite chez des 

souris de phénotype sauvage (Rogier, Evans-Marin, et al. 2017 et Liu et al. 2016). Les souris 

de fond génétique DBA/1 sont connues pour être susceptibles au développement de l’AIC. 

Cependant, lors de l’induction de cette pathologie l’incidence n’est pas totale et certaines souris 

sont réfractaires au développement de l’AIC. Les souris de fond génétique DBA/1, susceptibles 

au développement d’une AIC, ont moins de bactéries des familles Desulfovibrionaceae et 

Lachnospiraceae et davantage de bactéries de la famille Lactobacillaceae dans leur microbiote 

que les souris y étant réfractaires, et ce avant l’apparition des premiers symptômes articulaires 

(Liu et al. 2016). Pendant la phase immunologique silencieuse, la proportion relative de 

Bacteroidetes diminue alors que celles de Firmicutes et de Proteobacteries augmentent (Rogier, 

Evans-Marin, et al. 2017). L’abondance relative de plusieurs familles bactériennes est modifiée 

au cours de cette phase. En effet, les familles S24-7, Bacteroidaceae, Paraprevotellaceae et 

Lactobacillaceae sont diminuées alors que les familles Erysipelotrichaceae, Lachnospiraceae, 

Ruminococcaceae et Desulfovibrinocaceae sont augmentées. Au cours du développement de 
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l’AIC, le microbiote des souris est progressivement modifié avec une augmentation de bactéries 

des familles Bacteroidaceae, Lachnospiraceae et S24-7 et une diminution des bactéries de la 

famille Lactobacillaceae (Liu et al. 2016). Par ailleurs, des souris stériles recevant le microbiote 

de souris sensibles à l’AIC développent plus facilement une AIC que des souris ayant reçu le 

microbiote de souris réfractaires à cette pathologie. Plusieurs traitements tels que la 

norisoboldine et la sinomenine (agonistes AhR) diminuent l’inflammation articulaire dans le 

modèle d’AIC chez le rat. Ces traitements rééquilibrent la balance entre les lymphocytes Th17 

et Treg, non seulement au niveau des articulations mais aussi au sein des ganglions 

mésentériques et des PP (Tong, Dou, et al. 2015 et Tong, Yu, et al. 2015).       

Les produits bactériens synthétisés par le microbiote intestinal influencent le 

développement des arthrites induites, comme l’arthrite induite par transfert de sérum provenant 

de souris K/BxN. Le récepteur GPR43 (G-protein coupled receptor 43) est impliqué dans la 

voie de signalisation activée par les AGCC. Le transfert de sérum de souris K/BxN à des souris 

déficientes pour le récepteur GPR43 provoque le développement d’une arthrite exacerbée 

(Maslowski et al. 2009). En revanche, Mizuno et ses collaborateurs, ont montré que 

l’administration d’AGCC, tels que du propionate, du butyrate ou encore de l’acétate, par voie 

oral diminue la sévérité de l’AIC mais exacerbe l’arthrite induite par injection de sérum de 

souris K/BxN (Mizuno et al. 2017). Ces auteurs suggèrent que les AGCC auraient un effet sur 

l’immunité adaptative impliquant les lymphocytes Th1, Th17 et Treg mais pas sur les cellules 

de l’immunité innée, requises pour le développement de l’arthrite induite par transfert de sérum 

de souris K/BxN. Ainsi, les produits bactériens synthétisés dans la lumière intestinale 

influenceraient le développement de pathologies inflammatoires articulaires.  
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Première hypothèse 

de travail 
Liens entre la dysbiose intestinale, l’immunité mucosale 

et l’inflammation articulaire 
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Les rhumatismes inflammatoires chroniques (RIC) sont caractérisés par une 

inflammation articulaire persistante. La polyarthrite rhumatoïde (PR) et la spondylarthrite 

(SpA) sont les deux principaux RIC. La PR est une pathologie auto-immune qui affecte 

majoritairement les articulations synoviales et ce de façon symétrique. Les caractéristiques de 

cette pathologie sont une inflammation de la membrane synoviale qui, au cours du temps, 

entraîne une dégradation du cartilage et une érosion de l’os. La SpA est caractérisée par une 

inflammation de l’enthèse. Deux grands types de Spa existent, la SpA axiale, dans laquelle les 

articulations de la moelle épinière, du bassin et de la cage thoracique sont touchées, et la SpA 

périphérique. Dans ce cas les articulations des membres sont les principales affectées. Les RIC 

sont des pathologies multifactorielles qui font intervenir des facteurs génétiques et 

environnementaux (Glocker et al. 2006 et Wei et al. 2015).  

Plusieurs éléments suggèrent que le microbiote intestinal joue un rôle dans le 

développement des RIC. Le microbiote intestinal correspond à l’ensemble des micro-

organismes présents dans le tractus digestif ; il est composé de bactéries, virus, champignons et 

archées. Ce microbiote est en interaction permanente avec l’organisme : il est responsable de la 

mise en place et du maintien de l’immunité intestinale qui, en contre-partie régule la 

composition du microbiote et la maintient stable au cours du temps. Les patients atteints de SpA 

et de PR ont un microbiote intestinal différent de celui d’un individu sain (Breban et al. 2017). 

L’inflammation articulaire des RIC peut être accompagnée de manifestations extra-articulaires 

affectant l’ensemble de l’organisme. Certains patients atteints de SpA, et notamment de SpA 

périphérique, souffrent d’inflammation intestinale (Kabeerdoss, Sandhya, et Danda 2016 et del 

Río-Martínez et al. 2016). Réciproquement, les patients souffrant de maladies inflammatoires 

chroniques de l’intestin (MICI) présentent une dysbiose intestinale et certains de ces patients 

développent une inflammation articulaire nécessitant une prise en charge par un rhumatologue 

(Gionchetti, Calabrese, et Rizzello 2015 et Asquith et al. 2014).  

Ce lien potentiel entre les inflammations articulaire et digestive est renforcé par le fait 

que des acteurs cellulaires et moléculaires sont communs entre ces deux inflammations. La 

lamina propria de l’intestin grêle, et notamment le dernier tiers, est riche en cellules de 

l’immunité de type 3, en particulier des lymphocytes Th17 et des cellules ILC3. Dans les 

conditions physiologiques, ces cellules jouent un rôle important dans la protection de 

l’organisme ; elles régulent la prolifération des micro-organismes du microbiote et luttent 

contre les agents pathogènes extracellulaires (bactéries et levures) (Aujla, Dubin, et Kolls 

2007). La différenciation des lymphocytes de l’immunité de type 3 est induite par des cytokines 
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et notamment l’IL-23 et nécessite l’expression du facteur de transcription RORγt (Ivanov et al. 

2006). Ces cellules sécrètent des médiateurs tels que l’IL-17 et l’IL-22 qui agissent à la fois sur 

l’activité des cellules résidentes de l’intestin, en stimulant, par exemple, les productions de 

mucus et de peptides antimicrobiens par les cellules épithéliales, et sur le recrutement de 

cellules immunitaires telles que les PNN (Sonnenberg et al. 2012) ; l’objectif est de maintenir 

l’intégrité de la barrière épithéliale et de protéger l’organisme. Cependant, une activation 

excessive de l’immunité de type 3 dans la muqueuse intestinale est néfaste ; ainsi, des 

mécanismes, comme la régulation de la différenciation des cellules de cette immunité et la 

présence d’une immunité régulatrice anti-inflammatoire, sont mis en place. Lors du 

développement d’une MICI, les lymphocytes Th17 et des cellules ILC3 sont très présents dans 

la muqueuse intestinale et la production d’IL-17 et d’IL-22 contribue à l’inflammation 

intestinale (Forkel et Mjösberg 2016). Ces mêmes cellules ont un rôle primordial dans 

l’inflammation articulaire chez les patients arthritiques. En effet, leur production d’IL-22 et 

d’IL-17 stimule les cellules résidentes de l’articulation, comme les synoviocytes, les 

ostéoblastes et les chondrocytes, qui sécrètent en retour des médiateurs pro-inflammatoires, des 

enzymes de dégradation de la matrice cartilagineuse et le ligand du récepteur RANK (Braun, 

Baraliakos, et Kiltz 2016 et Miossec et Kolls 2012). Ce processus participe à l’inflammation 

articulaire et aux atteintes des structures osseuses et cartilagineuses.  

Face à l’ensemble de ces éléments, des auteurs ont émis l’hypothèse qu’une dysbiose 

intestinale provoque une activité accrue des cellules de l’immunité de type 3 dans la muqueuse 

intestinale, qui migreraient des cellules de cette immunité vers des sites extra-intestinaux 

comme les articulations, via la circulation sanguine. Ces cellules pourraient ainsi provoquer le 

développement de pathologies inflammatoires telles que l’arthrite (Wu et al. 2016, Scher et 

Abramson 2011 et Ranganathan et al. 2017). Cependant, les mécanismes par lesquels la 

dysbiose intestinale influence la régulation de l’immunité de type 3 dans les pathologies 

inflammatoires articulaires restent mal connus. 

Les récepteurs activés par les proliférateurs de peroxysomes (PPARs), appartiennent à 

la superfamille des récepteurs d’hormones. Ces récepteurs sont au nombre de trois sous-types, 

PPARα, PPARβ (δ) et PPARγ. Ce sont des facteurs de transcription capables de réguler 

l’expression de nombreux gènes impliqués, notamment dans les métabolismes lipidique et 

glucidique, et dans la prolifération et la différenciation cellulaires. Le récepteur PPARγ est un 

acteur essentiel du maintien de l’homéostasie de l’organisme. Il intervient dans la 

différenciation des adipocytes et le stockage de lipides. Ce récepteur joue aussi un rôle 
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important dans des processus physiopathologiques ; son activation rétablit la sensibilité à 

l’insuline chez les patients atteints de diabète de type 2 et normalise leur glycémie. Ainsi, 

plusieurs agonistes synthétiques du récepteur PPARγ appartenant à la famille des glitazones ont 

été produits pour cette indication thérapeutique. Des agonistes naturels du récepteur PPARγ 

sont aussi connus ; il s’agit d’acides gras poly-insaturés tels que l’acide linoléique et l’acide 

arachidonique, des dérivés des eicosanoïdes et des prostaglandines. Parmi ces agonistes naturels 

certains, comme l’acide linoléique et le butyrate, sont produits par les bactéries du microbiote 

intestinal (Devillard et al. 2007 et Nepelska et al. 2017). Le récepteur PPARγ quant à lui module 

la production de peptides antimicrobiens par les cellules épithéliales intestinales. Il stimule 

notamment la production de certaines défensines et inhibe la sécrétion d’autres peptides 

antimicrobiens tels que Reg3γ et la lipocaline-2 (Peyrin-Biroulet et al. 2010 et Kundu et al. 

2014). Ainsi, ce récepteur participe à la régulation du microbiote intestinal. 

Le récepteur PPARγ a aussi un rôle dans la régulation de l’immunité de type 3 ; il inhibe 

le facteur de transcription RORγt et contrôle ainsi la différenciation de cellules de l’immunité 

de type 3 (Klotz, Burgdorf, et al. 2009). L’expression de PPARγ est diminuée dans le colon des 

patients atteints de rectocolite hémorragique (RCH) (Dubuquoy et al. 2003) et les agonistes de 

ce récepteur sont efficaces dans cette pathologie (Lewis et al. 2008). Des études, dont celles de 

l’équipe, ont montré que des agonistes naturels ou synthétiques de PPARγ sont efficaces dans 

plusieurs modèles animaux d’arthrite, avec une diminution de l’inflammation articulaire, 

notamment caractérisée par une baisse de l’expression de l’IL-17 dans la membrane synoviale, 

et une réduction des atteintes osseuses (Koufany et al. 2008, Koufany et al. 2013 et Carregaro 

et al. 2016). L’efficacité d’agonistes du récepteur PPARγ a également été montré lors d’essais 

cliniques chez les patients atteints de PR (Marder et al. 2013, Ormseth et al. 2013 et Shahin et 

al. 2011).  

L’ensemble de ces données suggère que le récepteur PPARγ, qui est impliqué dans 

l’homéostasie intestinale, via la régulation du microbiote et de l’immunité intestinale, et dont 

l’activation a des effets bénéfiques dans les pathologies inflammatoires intestinales et 

articulaires, pourrait être le maillon à l’interface entre la dysbiose intestinale, l’immunité de 

type 3 et les RIC. 
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Le premier objectif de cette partie de ma thèse a été  

d’évaluer les conséquences de l’induction d’une colite expérimentale sur le 

développement de l’arthrite induite par injection de collagène chez la souris 

Au cours de cette étude, nous avons : 

- évalué l’impact d’une colite induite par administration de DSS sur la sévérité de 

l’arthrite au collagène chez la souris 

- analysé les conséquences du développement de l’arthrite au collagène sur la sévérité 

de la colite au DSS 

- comparé la composition du microbiote fécal des souris ayant subi une colite ou une 

arthrite et celui des souris ayant développé les deux pathologies  

Le second objectif de cette partie de ma thèse a été   

d’évaluer les conséquences de l’invalidation du récepteur PPARγ sur 

l’homéostasie intestinale et l’inflammation articulaire 

Au cours de cette étude, nous avons : 

- analysé l’impact de la délétion du récepteur PPARγ sur la structure de l’intestin et 

sur les populations lymphocytaires ILC3, Th17 et Treg de la lamina propria de 

l’intestin et des ganglions mésentériques  

- comparé le microbiote fécal des souris PPARγ+/+ et PPARγ-/-  

Figure 27 : Illustration des conséquences de l’inhibition du récepteur PPARγ au sein de la 

muqueuse intestinale 
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- évalué les conséquences de l’invalidation de PPARγ sur la production de mucus et 

de peptides antimicrobiens dans l’intestin  

- analysé les conséquences de la délétion du récepteur PPARγ sur la structure des 

articulations et sur les populations lymphocytaires ILC3, Th17 et Treg dans les 

ganglions poplités  

- évalué les conséquences du transfert du microbiote fécal des souris PPARγ+/+ ou 

PPARγ-/- chez des souris susceptibles au développement d’une arthrite au collagène 

de type 2 sur la sévérité de cette pathologie  
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Rappel bibliographique  

sur le récepteur PPARγ 
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I. Le récepteur nucléaire PPARγ : rôle dans l’homéostasie intestinale et dans les 

pathologies articulaires 

I.1.  Le récepteur nucléaire PPARγ 

Les récepteurs activés par les proliférateurs de peroxisomes (PPAR pour Peroxisome 

Proliferator-Activated Receptor) appartiennent à la superfamille des récepteurs nucléaires 

d’hormones. Ce sont des facteurs de transcription activés par la fixation de leurs ligands qui 

régulent les grandes fonctions de l’organisme comme les métabolismes lipidique et glucidique. 

Ils contrôlent également la prolifération et la différenciation cellulaires. La famille des 

récepteurs PPAR comprend trois sous-types : PPARα, PPARβ (δ) et PPARγ. Ces récepteurs 

sont synthétisés par des gènes indépendants localisés sur des chromosomes différents. Le 

récepteur PPARα est exprimé principalement dans le foie, les muscles, le cœur, les reins, le 

tissu adipeux brun et la muqueuse de l’estomac. Le récepteur PPARβ (δ) est ubiquitaire mais il 

est fortement exprimé dans le système nerveux central. 

Le gène PPARγ est localisé sur le chromosome 3, en position 3p25.2. Il est composé de 

neuf exons. Le processus d’épissage alternatif et des décalages du début de la transcription sur 

le promoteur du gène permettent de produire quatre transcrits différents : PPARγ1, PPARγ2, 

PPARγ3 et PPARγ4. Cependant, ces quatre transcrits ne donnent naissance qu’à deux protéines 

différentes, les isoformes PPARγ1 et PPARγ2 ; les transcrits PPARγ1, PPARγ3 et PPARγ4 sont 

traduits pour former la protéine PPARγ1. La protéine PPARγ2 diffère de PPARγ1 par vingt-

huit acides aminés supplémentaires en position N-terminale. Trois transcrits issus du gène 

PPARγ, plus courts que les quatre précédemment cités, ont été identifiés ; ils sont nommés 

γ1ORF4, γ2ORF4 et γ3ORF4. Ces transcrits codent pour des protéines qui ne possèdent pas le 

domaine de fixation au ligand et agissent comme des dominants négatifs de PPARγ (Figure 

28A) (Aprile et al. 2014). Les isoformes PPARγ1 et PPARγ2 ont des localisations différentes 

au sein de l’organisme. La protéine PPARγ1 est principalement exprimée dans le tissu adipeux, 

le colon, les cellules hématopoïétiques, et plus faiblement dans les reins, le foie, le pancréas, 

les muscles squelettiques et l’intestin grêle alors que l’isoforme PPARγ2 est exprimée 

exclusivement dans le tissu adipeux (Wang et al. 2014). Dans l’intestin, le récepteur PPARγ est 

exprimé dans les cellules épithéliales, les macrophages, les monocytes, les lymphocytes et les 

CD. Ce récepteur est également exprimé dans des cellules résidentes de l’articulation, les 

fibroblastes synoviaux et les chondrocytes (Ji et al. 2001 et Shao et al. 2005). Le récepteur 

PPARγ a un rôle primordial dans la régulation des métabolismes lipidique et glucidique. Il 

contrôle la sensibilité à l’insuline et il est impliqué dans le stockage des lipides. Ce récepteur 
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est indispensable à la différenciation et la maturation des adipocytes. Contrairement à 

l’isoforme PPARγ1, l’isoforme PPARγ2 a une activité adipogénique (Ren et al. 2002).  

La fixation d’un ligand sur le récepteur PPARγ engendre son hétérodimérisation avec 

un récepteur de la famille des récepteurs RXRs (Retinoid X receptors). L’hétérodimérisation 

de ces récepteurs permet leur translocation dans le noyau où ils se fixent sur des éléments de 

réponse spécifiques appelés PPRE pour « PPAR response elements » pour moduler 

l’expression de gènes cibles. La protéine PPARγ est composée d’un domaine A/B qui contient 

la fonction de transactivation AF (Activation function)-1 (en position N-terminale), un domaine 

de fixation à l’ADN (domaine C) qui possède une structure dite en « doigt de zinc », une région 

charnière (domaine D) et un domaine de fixation au ligand contenant la fonction de 

transactivation AF- 2 (Figure 28B) (Jouzeau et al. 2008). Le récepteur PPARγ est impliqué 

dans de nombreux processus physiologiques comme les métabolismes du glucose, des lipides 

et du cholestérol, l’angiogenèse, la prolifération et la différenciation cellulaire et l’inflammation 

(Rosen et Spiegelman 2001 et Széles, Töröcsik, et Nagy 2007). Il est indispensable à 

l’adipogenèse in vitro et in vivo car il contrôle des gènes impliqués dans la différenciation des 

adipocytes et l’accumulation des lipides (Barak et al. 1999 et Rosen et al. 1999). Des mutations 

et des polymorphismes du gène codant le récepteur PPARγ entraînent l’apparition de 

dysfonctionnements métaboliques, comme la résistance à l’insuline, la dyslipidémie, l’obésité 

qui peuvent engendrer le développement de pathologies comme le diabète de type 2, des 

maladies cardiovasculaires ou encore des cancers. Des agonistes de PPARγ ont été utilisés 

comme traitements normoglycémiants chez les patients atteints de diabète de type 2 (Jouzeau 

et al. 2008). 
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Modifiés de Aprile et al. 2014 et Aagaard, Siersbæk, et Mandrup 2011 

I.2.  Le récepteur nucléaire PPARγ, rôle dans la régulation de l’immunité et de 

l’homéostasie intestinale 

I.2.1.  Liens entre le récepteur nucléaire PPARγ et le microbiote intestinal 

L’expression du récepteur PPARγ dans l’intestin est étroitement liée au microbiote. Son 

expression dans les colonocytes est en partie dépendante de la présence de micro-organismes. 

En effet, le récepteur PPARγ est très faiblement exprimé dans les colonocytes des souris élevées 

en conditions stériles. La colonisation de ces souris par une flore commensale issue de souris 

Figure 28 : Représentations schématiques du gène PPARγ, de ses transcrits et de ses 

isoformes protéiques (A) et de la structure de la protéine PPARγ associée à l’ADN (B) 
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sauvages ou par un microbiote humain engendre une augmentation de son expression 

(Dubuquoy et al. 2003). Cette augmentation est secondaire à l’activation des récepteurs TLR 

par les micro-organismes (Fernandes et al. 2016). Ainsi, in vitro, la stimulation d’une lignée de 

cellules épithéliales coliques par des ligands des récepteurs TLR ou par des bactéries 

commensales provoque une augmentation de l’expression du récepteur PPARγ. La stimulation 

de ces cellules par du LPS (un ligand de TLR-4) en association avec un agoniste de PPARγ 

limite la production de cytokines pro-inflammatoires.  

Les récepteurs PPARs ont la capacité de fixer des acides lipophiles, tels que des acides 

gras essentiels et les eicosanoïdes. De nombreux agonistes naturels ou synthétiques du récepteur 

PPARγ sont connus. Les agonistes synthétiques ont été produits dans l’objectif de soigner des 

pathologies impliquant des dérégulations des métabolismes lipidique et glucidique. Les 

glitazones, des dérivés des thiazolidinediones, telles que la rosiglitazone, la pioglitazone, la 

troglitazone et la ciglitazone ont été utilisées dans le diabète de type 2. Les glitazones 

rétablissent la sensibilité de l’organisme à l’insuline et normalisent la glycémie chez ces 

patients. Cependant, elles provoquent des effets indésirables comme l’activation de 

l’adipogenèse et une prise de poids. Des agonistes ciblant PPARγ et PPARα, comme le 

ragaglitazar, le naveglitazar ou encore l’aleglitazar, ont été synthétisés pour soigner le diabète 

de type 2 associés à une dyslipidémie (Adeghate et al. 2011). Leur développement a été arrêté 

en raison de l’augmentation de fréquence des cancers de la vessie lors des essais pré-cliniques.  

Le microbiote intestinal module à la fois l’expression et l’activation du récepteur 

PPARγ. Les agonistes naturels de PPARγ sont des acides gras poly-insaturés tels que l’acide 

linoléique (AL) et l’acide arachidonique. Des dérivés des eicosanoïdes et des prostaglandines 

sont les ligands naturels de plus forte affinité du récepteur PPARγ comme par exemple la 

prostaglandine J2 (PGJ2), l’acide 15-hydroxy-eicosatetraenoique (15-HETE), les acides 9- et 

13-hydroxy-octadecadienoique (9- et 13-HODE respectivement) et la 15-desoxy-delta 12, 14-

prostaglandine J2 (15-deoxy-Δ12,14-PGJ2 ou 15d-PGJ2).  

Certaines bactéries du microbiote intestinal sont capables de métaboliser l’AL en acides 

linoléiques conjugués (ALC). Il s’agit des espèces bactériennes appartenant aux genres 

Bifidobacterium, Lactobacillus, Propionibacterium ainsi qu’aux clusters IV et XIVa des 

clostridium qui convertissent l’AL en ALC trans-9, trans-11, en ALC cis-9, trans-11, et en ALC 

trans-10, cis-12 (Devillard et al. 2007). Les ALC, via l’activation du récepteur PPARγ, limitent 

l’inflammation intestinale puisque la supplémentation en ALC diminue la sévérité d’une colite 
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au DSS chez la souris (Bassaganya-Riera et al. 2004). Cette supplémentation est accompagnée 

d’une augmentation de l’expression du récepteur PPARγ et l’absence de ce récepteur dans le 

colon prévient l’action anti-inflammatoire des ALC. Des résultats similaires ont été obtenus 

chez le cochon. La supplémentation en ALC augmente l’expression de PPARγ dans le colon et 

limite la sévérité de la colite induite par l’administration de bactéries (Bassaganya-Riera et 

Hontecillas 2006).  

D’autres bactéries commensales du microbiote peuvent, au contraire, inhiber 

l’activation du récepteur PPARγ. Des souches de Streptococcus salivarius, naturellement 

présentes dans l’estomac et à la surface de la muqueuse iléale, jéjunale et colique, limitent 

l’activité transcriptionelle de PPARγ dans les cellules épithéliales via à la production de petites 

molécules non identifiées par les auteurs (Couvigny et al. 2015). En cas d’infection, le récepteur 

PPARγ contribue à la limitation du processus inflammatoire et pourrait ainsi favoriser le 

processus infectieux. Chez la souris, une infection de la muqueuse digestive par la bactérie 

entero-aggrégative Escherichia coli (EAEC) nécessite une activation accrue des lymphocytes 

Th17. L’inhibition du récepteur PPARγ favorise la réponse Th17 et permet ainsi une lutte plus 

efficace contre le pathogène (Philipson et al. 2013). Des agents pathogènes sont également 

capables de moduler l’expression du récepteur PPARγ. Par exemple, la bactérie S. typhimurium 

inhibe l’expression du récepteur PPARγ. L’élimination de PPARγ dans l’épithélium intestinal 

augmente la sévérité de la colite induite par cette bactérie et la production de peptides 

antimicrobiens tels que Reg3γ et la lipocaline-2 (Kundu et al. 2014).             

Les AGCC présents dans la lumière intestinale sont des métabolites pouvant dériver de 

la fermentation des fibres alimentaires par le microbiote intestinal. Les AGCC les plus 

abondants sont le propionate, l’acétate et le butyrate, dont certains sont des agonistes du 

récepteur PPARγ. Le butyrate est capable d’induire l’expression et l’activation du récepteur 

PPARγ dans une lignée de cellules épithéliales (Wächtershäuser, Loitsch, et Stein 2000  et 

Schwab et al. 2006). Les bactéries anaérobies strictes, notamment celles appartenant à l’ordre 

des Clostridia (par exemple : la bactérie Faecalibacterium prausnitzii), sont des grandes 

productrices de butyrate (Maier, Anderson, et Roy 2014). Des expériences in vitro ont montré 

que certaines espèces bactériennes du microbiote intestinal, comme Roseburia hominis, 

Roseburia intestinalis et Fusobacterium naviforme, sont capables d’activer le récepteur PPARγ 

dans une lignée de cellules épithéliales, via la production de butyrate, mais que d’autres espèces 

activent le récepteur PPARγ indépendamment du butyrate. En effet, Prevotella copri et 

Atopobium parvulum activent le récepteur PPARγ en sécrétant des molécules de tailles variées 
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et thermosensibles (Nepelska et al. 2017). A l’inverse, le milieu de culture de la bactérie 

intestinale Akkermansia muciniphila, productrice de butyrate et de propionate, inhibe 

l’expression du récepteur PPARγ dans les cellules d’intestin grêle de souris (Lukovac et al. 

2014). L’activation de PPARγ par le butyrate permet de maintenir l’eubiose puisqu’elle 

provoque une inhibition de la synthèse de l’enzyme iNOS et limite la biodisponibilité de 

l’oxygène en orientant le métabolisme énergétique des colonocytes vers la β-oxydation 

(Byndloss et al. 2017). La croissance des bactéries anaérobies strictes est ainsi favorisée et ces 

bactéries limitent la prolifération de bactéries pathogènes aérobies anaérobies facultatives. 

En contrepartie, le récepteur PPARγ régule la composition du microbiote intestinal. Il 

stimule la production de certaines β-défensines par les colonocytes, comme la défensine 

mDefB10 (Murin defensin beta 10) chez la souris et la défensine hDefB1 (Human defensin beta 

1) chez l’homme (Peyrin-Biroulet et al. 2010). D’autre part, les peptides antimicrobiens dont la 

synthèse est favorisée par le récepteur PPARγ ciblent des micro-organismes pathogènes. Les 

peptides extraits de la muqueuse de souris partiellement déficientes pour le récepteur PPARγ 

ont une action antimicrobienne moins efficace sur des micro-organismes impliqués dans la 

pathogenèse des MICI comme Bacteroides fragilis, Enterococcus faecalis ou encore Candida 

albicans (Figure 29).  

Modifié de Peyrin-Biroulet et al. 2010 

Figure 29 : Représentation schématique de l’implication du récepteur PPARγ 

dans la régulation du microbiote intestinal 
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I.2.2.  Rôle du récepteur nucléaire PPARγ dans le contrôle de l’immunité 

intestinale 

Le récepteur PPARγ a très largement été étudié pour son rôle dans les métabolismes 

lipidique et glucidique. Son implication dans la régulation de l’inflammation n’a été observée 

qu’au début des années 2000. Le récepteur PPARγ est exprimé dans de nombreuses cellules 

immunitaires, comme les monocytes, les macrophages, les CD et les lymphocytes. Il a une 

action anti-inflammatoire et contribue à la résolution de l’inflammation. Il agit également sur 

l’immunité innée en contrôlant plusieurs types cellulaires. Dans plusieurs pathologies 

inflammatoires, le récepteur PPARγ favorise la polarisation des macrophages M2. Au sein du 

tube digestif, il stimule l’activité antifongique des macrophages (notamment contre Candida 

albicans) en augmentant leur capacité de phagocytose (Galès et al. 2010). Dans les modèles de 

colites au DSS ou au TNBS chez le rat, la rosiglitazone diminue l’inflammation intestinale avec 

notamment une diminution l’expression de la MPO, une enzyme majoritairement produite par 

les PNN (Celinski et al. 2011 et Sánchez-Hidalgo et al. 2005). In vitro, les agonistes de PPARγ, 

en particulier la troglitazone et la 15d-PGJ2, inhibent la migration des PNN en réponse à l’IL-

8, une cytokine ayant un pouvoir chimioattractant sur ces cellules (Reddy et al. 2008). Le 

récepteur PPARγ permet aussi de réguler l’expression de cytokines pro-inflammatoires. Le 

TNFα est une cytokine pro-inflammatoire puissante ; il participe à la destruction des bactéries 

en cas d’infection et possède un pouvoir chimioattractant sur les PNN et les macrophages. 

Cependant, une production excessive de TNFα provoque l’apparition d’une inflammation 

chronique. Ainsi, des mécanismes de rétrocontrôle du TNFα existent : le récepteur PPARγ 

inhibe l’expression du TNFα alors que ce dernier augmente l’expression de PPARγ dans les 

PNN. En effet, les PNN provenant d’individus sains expriment naturellement le récepteur 

PPARγ et leur culture en présence de cytokines telles que le TNFα augmente leur niveau 

d’expression de PPARγ (Reddy et al. 2008). Ce mécanisme participe probablement au 

processus de résolution de l’inflammation. En revanche, des agonistes de PPARγ tels que la 

pioglitazone diminuent l’expression du TNFα de façon PPARγ-dépendante dans un modèle 

d’asthme induit par administration de LPS (Sharma, Kaundal, et Sharma 2009). Le récepteur 

PPARγ ne semble pas être activé directement par le LPS mais plutôt par des médiateurs de 

l’inflammation induits par cette molécules (Reddy et al. 2008). L’activation du récepteur 

PPARγ par des agonistes synthétiques ou naturels influence l’expression d’autres cytokines. 

L’IL-1β et IL-6 sont deux cytokines pro-inflammatoires dont la production est réduite par les 

agonistes du récepteur PPARγ. Dans certaines pathologies inflammatoires, l’utilisation 
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d’agonistes de PPARγ induit la synthèse d’IL-10 impliquée dans la résolution de 

l’inflammation (Kim et al. 2005).  

Dans un état pathologique, l’expression du récepteur PPARγ est diminuée sur les sites 

inflammatoires. Par exemple, son expression est diminuée dans le colon des patients atteints de 

RCH (Dubuquoy et al. 2003) même si les thiazolidinediones ont montré leur efficacité anti-

inflammatoire chez ces patients et dans des modèles de colite chez le rat (Desreumaux et al. 

2001 et Lewis et al. 2008). Dans les conditions physiologiques, il module l’activation des 

cellules T. Son expression dans les CD provoque notamment une diminution de leur synthèse 

d’IL-12 et des molécules de co-stimulation CD80 et CD40 et une production de la molécule de 

co-inhibition B7H1 (Nencioni et al. 2002, Szatmari, Rajnavolgyi, et Nagy 2006 et Klotz, 

Hucke, et al. 2009).  PPARγ bloque également la migration des CD vers les organes lymphoïdes 

secondaires en réprimant la transcription du récepteur aux chimiokines CCR7 (Nencioni et al. 

2002). Le récepteur PPARγ régule aussi directement l’immunité adaptative. Il réprime la 

production d’IL-2, ce qui inhibe l’activation et la survie des lymphocytes T (Yang et al. 2000) 

et il contrôle l’équilibre entre les populations lymphocytaires Th1 et Th2. La protéine PPARγ2 

est davantage exprimée dans les lymphocytes Th2 que dans les lymphocytes Th1. Elle stimule 

la production de la cytokine IL-4 par les lymphocytes Th2 et inhibe la synthèse d’IFNγ par les 

lymphocytes Th1. 

 L’immunité de type 3 est également contrôlée par PPARγ. Les lymphocytes Th17 et 

Treg sont en équilibre. Le récepteur PPARγ contrôle cette balance en inhibant la différenciation 

des lymphocytes Th17 et en favorisant celle des lymphocytes Treg. Il contrôle la différenciation 

des lymphocytes Th17 via l’inhibition de la transcription de RORγt (Figure 30) et favorise la 

survie des lymphocytes Treg (Klotz, Burgdorf, et al. 2009). Les récepteurs PPARα et PPARγ 

sont capables en présence de TGF-β d’induire la différenciation des cellules T CD4+CD25- en 

lymphocytes Treg exprimant FoxP3 (Lei et al. 2010). Les lymphocytes possèdent une capacité 

de plasticité. Ainsi, les lymphocytes Th17 peuvent, dans certains contextes, être reprogrammés 

pour devenir des lymphocytes Treg induits (iTreg). Cette reprogrammation est caractérisée par 

une diminution de l’expression de RORγt et une augmentation de l’expression de FoxP3. Ainsi, 

le récepteur PPARγ contribue au passage des lymphocytes Th17 vers un phénotype anti-

inflammatoire Treg et des études in silico et in vivo ont montré que c’est notamment le cas dans 

la muqueuse digestive (Carbo et al. 2013).  
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Modifié de Korn et al. 2009 

I.3.  Rôle du récepteur nucléaire PPARγ dans les pathologies inflammatoires 

articulaires 

Le récepteur PPARγ régule le processus inflammatoire et favorise la résolution de 

l’inflammation. Dans des pathologies inflammatoires telles que l’arthrite, l’activation du 

récepteur PPARγ limite l’inflammation et protége les tissus. Des essais cliniques ont évalué 

l’impact de l’activation de PPARγ par la pioglitazone sur la sévérité de RIC. Une étude pilote, 

menée sur un petit nombre de patients présentant un RP actif, a montré que la pioglitazone 

diminue la sévérité de la pathologie (Bongartz et al. 2005). Plusieurs essais cliniques ont 

également montré que cet agoniste est efficace dans la PR, avec une réduction de l’activité de 

la maladie (évaluée par le score DAS28 (Disease activity score 28)) et une diminution de la 

protéine C-réactive (CRP) (Ormseth et al. 2013, Shahin et al. 2011 et Marder et al. 2013).  

Le récepteur PPARγ régule l’activité de nombreuses cellules immunitaires et résidentes, 

impliquées dans l’inflammation articulaire. Il est notamment exprimé dans les monocytes et les 

macrophages, les chondrocytes et les synoviocytes. Des analyses sur les tissus provenant de 

patients atteints de PR et sur des cultures primaires dérivées de ces tissus ont permis de mieux 

comprendre les mécanismes par lesquels PPARγ réduit l’activité de l’arthrite. Le récepteur 

PPARγ est davantage exprimé par les monocytes et les macrophages des patients atteints de PR 

par comparaison à des donneurs sains (Palma et al. 2012). Le traitement, in vitro, de monocytes 

et de macrophages de patients PR par le méthotrexate ou par la 15d-PGJ augmente l’expression 

de PPARγ et réduit leur réponse inflammatoire (Palma et al. 2012). Des études ont également 

été menées sur le rôle de PPARγ dans les cellules résidentes de l’articulation telles que les 

synoviocytes et les chondrocytes. Certaines études montrent que le récepteur PPARγ est 

Figure 30 : Représentation schématique de la différenciation des 

lymphocytes T naïfs en lymphocytes Th17 et son inhibition par le 

récepteur PPARγ 
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exprimé de façon similaire dans les synoviocytes de patients atteints de PR, d’arthrose ou 

d’individus sains (Ji et al. 2001). D’autres études montrent, au contraire, que PPARγ est 

davantage exprimé dans les synoviocytes de patients souffrant de PR que dans ceux de patients 

atteints d’arthrose ou de donneurs sains (Li et al. 2017 et Kawahito et al. 2000). Des études in 

vitro ont permis de montrer le rôle anti-inflammatoire du récepteur PPARγ dans les 

synoviocytes de patients arthritiques. Son activation dans ces cellules par la troglitazone 

diminue la production de cytokines pro-inflammatoires telles que le TNFα, l’IL-6 et l’IL-8 ainsi 

que de certaines métalloprotéases matricielles comme MMP-3 (Yamasaki et al. 2002). Des 

agonistes naturels ou synthétiques de PPARγ ont des effets comparables sur des synoviocytes 

de patients atteins de PR activés par un stimulus pro-inflammatoire comme le TNFα. Dans ces 

conditions expérimentales, l’activation du récepteur PPARγ engendre une diminution de la 

synthèse d’IL-1β, de TNFα et de MMP-13 (Ji et al. 2001 et Lin et al. 2011). Les chondrocytes 

d’individus sains ou de patients atteints de PR expriment aussi le récepteur PPARγ (Fahmi et 

al. 2001 et Shan et al. 2004). Les agonistes de PPARγ réduisent la production de MMP-13 et 

de NO par les chondrocytes sains stimulés par une cytokine pro-inflammatoire telle que l’IL-

1β, le TNFα mais aussi l’IL-17 (Fahmi et al. 2001). L’agoniste naturel 15d-PGJ2 peut être 

produit par les chondrocytes de patients atteints de PR ou d’individus sains. La synthèse de cet 

agoniste par ces cellules est augmentée en présence de médiateurs pro-inflammatoires et peut 

induire l’apoptose des chondrocytes in vitro (Shan et al. 2004). 

Les modèles animaux ont permis de confirmer le rôle de PPARγ dans l’arthrite, 

d’évaluer l’efficacité des agonistes de PPARγ sur la sévérité de cette pathologie et d’étudier les 

mécanismes cellulaires et moléculaires sous-jacents. Le récepteur PPARγ est impliqué dans 

l’AA ; son expression est diminuée dans la membrane synoviale des rats développant cette 

arthrite (Li et al. 2017). In vitro, l’inhibition totale de PPARγ dans les synoviocytes extraits de 

ces rats provoque une augmentation de la synthèse des métalloprotéases matricielles MMP-3 et 

MMP-9. Plusieurs travaux, dont ceux du laboratoire, effectués dans différents modèles 

expérimentaux d’arthrite chez le rongeur ont montré que l’activation de PPARγ par des 

agonistes naturels ou synthétiques limitent l’inflammation articulaire et les atteintes 

structurales. En effet, la pioglitazone et la rosiglitazone limitent l’inflammation articulaire dans 

le modèle d’AA chez le rat (Koufany et al. 2014, Koufany et al. 2008 et Shahin et al. 2011). 

Ces agonistes diminuent les médiateurs de l’inflammation à la fois in situ, au sein de la 

membrane synoviale, et dans la circulation sanguine (Koufany et al. 2008 et Shahin et al. 2011). 

Dans le modèle d’AA chez la souris, la pioglitazone et la rosiglitazone diminuent l’expression 
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de biomarqueurs de l’inflammation tels que Cox-2 (cyclo-oxygénase 2) et iNOS et empêchent 

la formation de nitrotyrosines au sein des articulations (Shiojiri et al. 2002). L’efficacité des 

agonistes du récepteur PPARγ sur l’inflammation articulaire a été montré dans un autre modèle 

d’arthrite expérimentale, l’AIC (Cuzzocrea et al. 2003 et Carregaro et al. 2016). Dans ce 

modèle, le traitement des souris avec de la rosiglitazone ou de la 15d-PGJ2 diminue la sévérité 

de l’arthrite et réduit la présence des nitrotyrosines et de médiateurs pro-inflammatoires dans 

l’articulation et de cytokines telles que le TNFα, l’IL-1β et l’IL-6 dans le plasma. Le rôle anti-

inflammatoire des agonistes du récepteur PPARγ pourrait être dû à une polarisation des 

lymphocytes vers un phénotype Treg. En effet, dans le modèle d’AIC chez la souris, la 15d-

PGJ2 réduit l’expression du facteur de transcription RORγt dans les ganglions au bénéfice de 

FoxP3 (Carregaro et al. 2016). La pioglitazone et la rosiglitazone protègent les structures 

osseuses lors du développement d’une AA chez le rat mais n’ont pas d’effet sur le cartilage 

articulaire (Koufany et al. 2008). Cet effet, est notamment dû à une diminution de la protéine 

RANKL et la cytokine IL-17 dans les articulations arthritiques (Koufany et al. 2013). Certains 

traitements testés dans des modèles animaux d’arthrite modulent également l’expression du 

récepteur PPARγ. Le ginsenoside, un composé issu de la plante Panax ginseng, et l’acide 

ursodésoxycholique diminuent respectivement la sévérité de l’AA chez le rat et de l’AIC chez 

la souris et augmentent l’expression de PPARγ (Zhang et al. 2017 et Lee et al. 2017). Les 

modèles expérimentaux d’arthrite permettent également d’étudier de nouvelles pistes 

thérapeutiques. Les CD expriment le récepteur PPARγ et peuvent avoir un rôle anti-

inflammatoire après une stimulation par un agoniste de ce récepteur. En effet, des CD obtenues 

par différenciation in vitro à partir de progéniteurs médullaires de souris, traitées par la 

rosiglitazone, diminuent la sévérité de l’AIC lorsqu’elles sont administrées aux souris et ce 

probablement en favorisant la polarisation des lymphocytes Treg (Byun et al. 2016).  
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Objectif 1 
Conséquences de l’induction d’une colite expérimentale 

sur le développement de l’arthrite induite au collagène 

chez la souris 
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I. Conséquences de l’induction d’une colite expérimentale sur le développement de 

l’arthrite induite par injection de collagène chez la souris 

I.1.  Objectif de l’étude 

De nombreux patients atteints de SpA développent des manifestations extra-articulaires 

parmi lesquelles figure l’inflammation intestinale. Réciproquement, des patients souffrant 

d’une MICI, comme la RCH et la MC, développent des manifestations extra-intestinales, dont 

la SpA est la plus fréquente. Les patients atteints SpA, comme ceux présentant une MICI, ont 

un microbiote intestinal différent de celui des sujets sains. Ces maladies possèdent des 

caractéristiques physiopathologiques communes impliquant les mêmes acteurs cellulaires et 

moléculaires. Des études pré-cliniques renforcent l’hypothèse d’un lien entre les MICI et la 

SpA. Ainsi, les rats transgéniques pour la protéine HLA-B27 développent spontanément des 

inflammations articulaire et digestive. D’autre part, le développement d’une AIC est 

étroitement lié au microbiote intestinal des souris. Par ailleurs, l’induction d’une colite au DSS 

provoque une modification du microbiote intestinal ou dysbiose. L’objectif de ce travail a été 

d’étudier les conséquences de la modification du microbiote intestinal par l’induction d’une 

colite au DSS sur le développement d’une arthrite au collagène de type 2.   

I.2.  Résumé du matériel et méthodes 

Pour mener à bien notre étude, nous avons effectué quatre groupes de souris mâles de 

fond génétique DBA/1 âgées de 7 semaines (Janvier Labs) : 

- Un groupe de souris contrôle : « saines » ou « Healthy » 

- Un groupe de souris chez lesquelles nous avons induit uniquement une arthrite : 

« arthritiques » ou « Arthritis » 

- Un groupe de souris chez lesquelles nous avons induit uniquement une colite : 

« colitiques » ou « Colitis » 

- Un groupe de souris chez lesquelles nous avons induit une arthrite et une colite : 

« arthritiques et colitiques » ou « Arthritis + colitis » 

L’arthrite au collagène de type 2 a été induite (J0) par une injection intradermique de 

100µg de collagène de type 2 bovin émulsifiés dans de l’adjuvant complet de Freund. Vingt-

et-un jours (J21) plus tard une deuxième injection de 100µg de collagène de type 2 a été 

effectuée par voie intrapéritonéale.  
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La colite a été induite par l’ingestion d’une solution à 3% de DSS (DSS, colitis grade 

MW 36-50kDa) dans l’eau de boisson entre le quatorzième jour (J14) et le vingt-et-unième jour 

(J21) après l’induction de l’arthrite. 

La sévérité de l’arthrite et de la colite a été évaluée quotidiennement par un score 

clinique validé pour chacune des pathologies. Des prélèvements de selles ont été effectués aux 

temps J14, J21, J30 et J41 après l’induction de l’arthrite afin de quantifier la lipocaline-2, un 

marqueur de l’inflammation intestinale, par ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) et 

d’analyser le microbiote fécal par séquençage haut-débit. L’α-diversité, la β-diveristé et la 

composition bactérienne du microbiote fécal ont été analysées par séquençage haut-débit du 

gène de l’ARNr 16S.  

Les souris ont été mises à mort quarante-et-un jours (J41) après l’induction de l’arthrite. 

Des analyses histologiques ont été réalisées sur les chevilles et les colons des souris afin 

d’évaluer la sévérité des lésions articulaires et digestives. Ces analyses ont été complétées par 

la mesure de l’expression de certains gènes de l’inflammation (TNFα, IL-1β, iNOS) dans les 

poignets et dans le colon par RT-PCR quantitative.     

I.3.  Synthèse des résultats 

Cette étude a fait l’objet d’une publication :  

Experimental colitis delays and reduces the severity of collagen-induced arthritis in mice 
Hablot J, Peyrin-Biroulet L, Kokten T, El Omar R, Netter P, Bastien C, Jouzeau JY, Sokol H, 

Moulin D. 

PLoS One. 2017; 12(9): e0184624 

Cette publication est référencée en annexe n°1, publication 1. 

Résumé de la publication : 

Parmi les manifestations extra-intestinales (MEI) survenant chez les patients atteints de MICI, 

les manifestations rhumatismales sont les plus fréquentes. La compréhension des relations entre 

l’arthrite et la colite est un prérequis pour l’amélioration de la prise en charge de ces patients. 

Le microbiote des patients atteints de MICI ou de maladies rhumatismales, comme la 

spondylarthrite (SpA), est différent de celui des individus sains. Ainsi, nous avons évalué 

l’impact de la colite sur le développement d’une arthrite chez la souris et nous avons analysé 

les modifications du microbiote. L’arthrite au collagène (AIC) a été induite au jour 0 chez des 

souris DBA/1 exposées ou non à une colite au Dextran Sodium Sulfate (DSS) entre les jours 14 

et 21. La sévérité de l’arthrite et de la colite est régulièrement évaluée (score clinique, œdème 

des pattes postérieures). Le microbiote fécal a été analysé par séquençage haut-débit du gène 

de l’ARNr 16S aux temps critiques (J14, J21, J30 et J41). Au jour J41, soit à la fin de 

l’expérience, une analyse histologique des colons et des chevilles a été effectuée. L’induction 

de la colite a légèrement retardé l’apparition de l’arthrite (2 ± 1 jours de retard) et a réduit sa 
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sévérité (5,75 ± 1,62 dans le groupe arthrite seule vs 4,00 ± 1,48 dans le groupe arthrite + colite 

(p=0,02 au jour 28)) macroscopiquement et histologiquement. Au contraire, la sévérité de la 

colite n’a pas été affectée par le développement de l’arthrite. L’induction de la colite a provoqué 

une modification de la composition du microbiote et une diminution de l’α-diversité. La 

composition du microbiote fécal était différente entre les groupes colite et arthrite + colite 

pendant le développement de la colite. De façon intéressante, une diminution plus faible de la 

diversité bactérienne dans le groupe arthrite + colite a été observée. La colite expérimentale 

protège les souris contre l’arthrite au collagène et ceci est associée à des modifications de la 

composition du microbiote intestinal.          

Synthèse des résultats 

I.3.1.  La colite au DSS retarde l’apparition de l’arthrite au collagène de type 2 

et diminue sa sévérité 

Les souris des groupes « saines » et « colitiques » ne développent pas d’arthrite. Les 

premiers signes d’arthrite apparaissent au vingtième jour (J20) pour le groupe « arthritiques » 

et au vingt-huitième jour (J28) pour le groupe « arthritiques et colitiques », soit un retardement 

de huit jours des manifestations articulaires en cas de colite concomittante. La sévérité de 

l’arthrite augmente progressivement dans les deux groupes depuis l’apparition des premiers 

signes jusqu’à la mise à mort. Cependant, les souris du groupe « arthritiques et colitiques » 

développent une arthrite moins sévère que les souris du groupe « arthritiques ». Les analyses 

histologiques réalisées au quarante-et-unième jour (J41) confirment que les lésions articulaires 

sont moins sévères dans le groupe « arthritiques et colitiques » ; l’inflammation de la membrane 

synoviale (synovite) et les dommages structuraux osseux et cartilagineux sont moins importants 

dans ce groupe. De même, l’expression articulaire des ARNm (Acide ribonucléique messager) 

du TNFα, de l’IL-1β et d’iNOS est plus faible dans le groupe « arthritiques et colitiques » que 

dans le groupe « arthritiques ».  

I.3.2.  Le développement de l’arthrite au collagène de type 2 n’influence pas la 

sévérité de la colite au DSS 

Les souris des groupes « saines » et « arthritiques » ne développent pas de colite. Dans 

les groupes « colitiques » et « arthritiques et colitiques », les premiers symptômes de la colite 

sont observés au quinzième jour (J15) et la colite se développe jusqu’au vingt-septième jour 

(J27) avec un pic d’inflammation intestinale à J20. Le développement de l’inflammation 

digestive est donc similaire dans ces deux groupes. Ceci est confirmé par l’augmentation 

comparable de la lipocaline-2 fécale dans ces deux groupes par rapport au groupe « saines » 

Les analyses histologiques et les mesures de l’expression colique des ARNm du TNFα, de l’IL-

1β et d’iNOS révèlent une inflammation de la muqueuse similaire dans ces deux groupes. 
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I.3.3.  Le développement simultané d’une colite et d’une arthrite modifie le 

microbiote fécal. 

Le développement de la colite seule provoque une diminution du nombre d’espèces 

bactériennes dans le microbiote fécal au pic de sévérité de la maladie (J21). Cette modification 

de l’α-diversité n’est pas retrouvée dans les groupes « arthritiques » et « arthritiques et 

colitiques ». La β-diversité est également impactée par la colite et ce de façon très marquée à 

J21. Le développement de l’arthrite ne modifie pas ces paramètres. La composition bactérienne 

est différente entre les groupes « arthritiques », « colitiques » et « arthritiques et colitiques », 

notamment à J21. A ce temps, plusieurs taxons du phylum des Firmicutes, comme le genre des 

Lactobacillus et la famille des Lachnospiraceae, sont davantage présents dans le groupe 

« arthritiques et colitiques » que le groupe « colitiques ». En revanche, le genre Gemella, du 

phylum des Firmicutes, et la famille des Pseudomonadaceae, appartenant aux Protéobactéries, 

sont moins présents dans le microbiote fécal du groupe « arthritiques et colitiques ». Des 

différences entre les groupes « arthritiques » et « arthritiques et colitiques » sont également 

visibles à J30. La famille des Lactobacillaceae et l’espèce Ruminococcus gnavus, appartenant 

au phylum des Firmicutes, et la famille des Desulfovibrionaceae, appartenant aux 

Protéobactéries, sont davantage présents dans le groupe « arthritiques et colitiques ». 

I.4.  Conclusion 

  Au cours de notre étude, nous avons montré que l’induction d’une colite expérimentale 

au cours du développement d’une arthrite au collagène de type 2, provoque un retard dans 

l’apparition des premiers symptômes arthritiques et diminue la sévérité de l’arthrite. Au 

contraire, la colite n’est pas affectée par le développement d’une arthrite. La colite provoque 

un déséquilibre du microbiote fécal caractérisé par une diminution du nombre d’espèces 

bactériennes, un changement de β-diversité et une modification de la composition bactérienne. 

Les souris ayant subi l’induction d’une colite pendant le développement de l’arthrite ont un 

microbiote fécal qui possède sa propre signature ; la composition bactérienne est différente de 

celle des souris chez lesquelles une seule des pathologies a été induite. Les différences les plus 

marquantes entre ces souris et celles des groupes « colitiques » ou « arthritiques » concernent 

les phyla des Firmicutes et des Protéobactéries, qui sont deux des trois principaux phyla du 

microbiote intestinal humain.  
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Objectif 2 
Conséquences de l’invalidation du récepteur PPARγ sur 

l’homéostasie intestinale et l’inflammation articulaire 
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II. Conséquences de l’invalidation du récepteur PPARγ sur l’homéostasie intestinale et 

l’inflammation articulaire 

II.1.  Objectif de l’étude 

 Evaluer à l’aide d’un modèle de souris transgéniques déficientes pour le récepteur 

PPARγ, qui développent spontanément une inflammation articulaire, les conséquences de cette 

délétion sur l’immunité de type 3, la composition du microbiote fécal et sa capacité à moduler 

le développement d’une arthrite expérimentale. Pour s’affranchir des effets métaboliques 

provoqués par la délétion globale de PPARγ, des expériences complémentaires ont été menées 

avec des souris chez lesquelles ce récepteur a été invalidé sélectivement dans les cellules 

exprimant le facteur de transcription RORγt (gène cible de PPARγ contrôlant la différenciation 

des lymphocytes Th17 et des cellules lymphoïdes ILC3).  

II.2.  Matériel et méthodes 

II.2.1.  Obtention des souris PPARγ-/- et de leurs frères de litière PPARγ+/+ et des 

souris RORγt-crePPARγ-/- et leurs frères de litière RORγt-crePPARγ+/+ 

La délétion totale du récepteur PPARγ provoque la mort in utero des souriceaux ; ce 

récepteur a un rôle primordial dans l’organisation de la vasculation du placenta. Le Professeur 

Béatrice Desvergne a réussi pour la première fois à créer des souris totalement déficientes pour 

le récepteur PPARγ (souris PPARγ-/-). Une collaboration entre le Professeur Desvergne et 

l’équipe nous a permis d’obtenir ces souris. La stratégie permettant de produire des souris 

PPARγ-/- viables est d’éliminer totalement le gène PPARγ uniquement dans les cellules de 

l’embryon. Ainsi, l’obtention de souris PPARγ-/- nécessite plusieurs croisements. Dans un 

premier temps des souris hétérozygotes pour le récepteur PPARγ (souris PPARγ+/-) sont 

croisées avec des souris hétérozygotes pour l’enzyme Cre placée en amont du promoteur du 

gène SOX2 (Sex determining region Y-box 2), un gène exprimé précocément au cours de 

l’embryogenèse mais pas dans les tissus extra-embryonnaires (souris Sox2-cretg/+). Ce 

croisement permet d’obtenir des souris hétérozygotes pour le récepteur PPARγ et exprimant 

l’enzyme Cre dans l’ensemble de leurs cellules (souris Sox2-cre tg/+ PPARγ+/-). Ensuite, ces 

souris sont croisées avec des souris possèdant des séquences LoxP de part et d’autre du gène 

PPARγ, et ce sur les deux allèles (souris PPARγfl/fl), ce qui nous a permis d’obtenir à la fois des 

souris totalement déficientes pour le récepteur PPARγ (souris Sox2-cre tg/+ PPARγfl/- que nous 

appelerons PPARγ-/-) et des souris ne possèdant pas l’enzyme Cre et ayant un allèle du gène 

PPARγ sauvage et le deuxième allèle floxé (souris Sox2-cre+/+ PPARγfl/+ que nous appelerons 
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PPARγ+/+). Ces dernières souris nous ont servi de comparateur pour étudier le phénotype des 

souris PPARγ-/-. 

Nous avons également utilisé des souris déficientes pour le récepteur PPARγ 

sélectivement dans les cellules exprimant le facteur de transcription RORγt. Pour obtenir ces 

souris, nous avons tout d’abord croisé des souris hétérozygotes pour l’enzyme Cre placée en 

amont du promoteur du gène RORγt (souris RORγt-cretg/+) avec des souris PPARγfl/fl. Ce 

croisement nous a permis d’obtenir des souris exprimant l’enzyme Cre dans l’ensemble des 

cellules RORγt positives et étant hétérozygotes pour le récepteur PPARγ dans ces cellules 

(souris RORγt-cretg/+PPARγfl/+). Ces souris ont ensuite été croisées avec des souris PPARγfl/fl, 

ce qui nous a permis d’obtenir des souris déficientes pour le récepteur PPARγ dans les cellules 

RORγt positives (souris RORγt-cretg/+PPARγfl/fl que nous appelerons souris RORγt-cre/PPARγ-

/-) et des souris n’exprimant pas l’enzyme Cre et présentant leurs deux allèles floxés (souris 

RORγt-cre+/+PPARγfl/fl que nous appelerons souris RORγt-cre/PPARγ+/+). Ces dernières souris 

nous ont servi de comparateur pour étudier le phénotype des souris RORγtcrePPARγ-/-. 

Pour sélectionner les souris présentant le bon génotype, un génotypage a été effectué à 

chaque croisement. Pour cela, une biopsie d’oreille est réalisée. L’ADN est extrait par 

dissolution des échantillons dans une solution composée de NaOH (25mM) (Carlo Erba 

Reagents, Fr.) et de Na2EDTA (2mM) (Fisher Scientific, UK), pH 12. Après une incubation de 

10 minutes à 37°C, du tris-HCl, pH 5 (Euromedex, Fr.) est ajouté. Une PCR semi-quantitative 

est réalisée sur chaque échantillon. Pour cela, l’ADN génomique est incorporé à un mélange 

réactionnel (HotStartTaq Plus Master Mix (Qiagen, USA)) composé d’une ADN polymérase, 

de désoxyribonucléotides triphosphates (dNTP) et d’un tampon propice à l’activité de 

l’enzyme. Le couple d’amorces nécessaire à la vérification de la présence de l’enzyme Cre ou 

du statut du récepteur PPARγ est ajouté au mélange réactionel (Tableau 1). Pour déterminer le 

statut du récepteur PPARγ, deux réactions sont nécessaires. Le volume est ajusté à 20µl avec 

de l’eau. Les échantillons sont chauffés à 95°C pendant 15 minutes pour activer l’enzyme, puis 

35 cycles d’amplification sont effectués. Chaque cycle comprend une étape de dénaturation des 

brins d’ADN à 94°C pendant 1 minute, puis une étape à la température d’hybridation des 

amorces, cette température est variable selon les amorces, (Tableau 1) pendant 1 minute et une 

étape d’élongation est effectuée à 72°C pendant 1 minute. A la fin du dernier cycle les 

échantillons sont chauffés à 72°C pendant 10 minutes. Les produits de PCR sont analysés après 

migration sur gel d’agarose 2% contenant du GelRed® (Biotium, USA) sous une lampe UV.     
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Tableau 1 : Couples d'amorces utilisés pour le génotypage et la détection de gènes d'intérêt par 

RT-PCR 

 

Nom du gène 

 

Amorces sens et antisens 

 

Taille du 

fragment 

amplifié 

 

Température 

d’hybridation 

 
 

Enzyme Cre 

Génotypage 

5’-AGG TGT AGA GAA GGC ACT TAG-3’ 

5’-CTA ATC GCC ATC TTC CAG CAG G-3’ 

5’-CCA ATC CCT TGG TTC ATG GTT GC-3’ 

5’-CGT AAG GCC CAA GGA AGT CCT GC-3’ 

Mutant 

230pb et 

472pb 
 

Sauvage 

472pb 

 

 

62°C 

 

 

 

PPARγ 

Génotypage 

Réaction 1 : 

 5’-CCA CGT CTG TTA GAA TAG CTA GTC CA-3’ 

5’-GGG ACA GAC CTC ACT AAC CCG TAA CT-3’ 

 

Réaction 2 : 

5’-GGG ACA GAC CTC ACT AAC CCG TAA CT-3’ 

5’-GAC CCA ACT CTA CAA CAG GC-3’ 

 

 

 

400pb 

 

 

500pb 

et/ou 

700pb 

 

 

58°C 

 

 

 

58°C 

KC 

(CXCL1) 

5’-AGA CCA TGG CTG GGA TTC AC-3’ 

5’-AGT GTG GCT ATG ACT TCG GT-3’ 

 

 

94pb 

 

60°C 

 

IL-17A 
5’-GGA CTC TCC ACC GCA ATG AA-3’ 

5’-TTT CCC TCC GCA TTG ACA CA-3’ 

 

 

94pb 

 

60°C 

 

Mucine 1 
5’-TCG TCT ATT TCC TTG CCC TG-3’ 

5’-ATT ACC TGC CGA AAC CTC CT-3’ 

 

 

185pb 

 

60°C 

 

Mucine 2 
5’-ACA AAA ACC CCA GCA ACA AG-3’ 

5’-GAG CAA GGG ACT CTG GTC TG-3’ 

 

 

190pb 

 

60°C 

 

Défensine 

Defb1 

5’-TCC TGG TGA TGA TAT GTT TTC TTT TCT-3’ 

5’-TGT TCT TCG TCC AAG ACT TGT GA -3’ 

 

 

77pb 

 

60°C 

 

Défensine 

Defb10 

5’-TTG TCC TGG TAA TAG CAG GTT TAT GA -3’ 

5’-CGG AGA TTC TCT GGG TGA CAG T-3’ 

 

 

51pb 

 

60°C 

 

Défensine 

Defcr4 

5’-TGG CCT CCA AAG GAG ATA GAC A-3’ 

5’-AGG CTG ATC CTA TCC AAA ACA CA-3’ 

 

 

94pb 

 

60°C 

 

Reg3γ 
5’-TTC CTG TCC TCC ATG ATC AAA A-3’ 

5’-CAT CCA CCT CTG TTG GGT TCA-3’ 

 

 

101pb 

 

60°C 
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II.2.2.  Quantification de l’IL-17 sérique par ELISA 

A la mise à mort des souris le sang est prélevé sur tube sec par ponction intra-cardiaque 

et incubé 15 minutes à température ambiante. Après une centrifugation à 3000g pendant 10 

minutes, le sérum est prélevé et conservé à -80°C jusqu’à utilisation. La cytokine IL-17 est 

quantifiée par ELISA (BioLegend, USA) selon les recommandations du fournisseur. Les 

échantillons ont été dilués au dizième dans un tampon adéquat fourni dans le kit. Les 

concentrations évaluables sont obtenues entre 7,8pg/ml et 1000pg/ml. 

II.2.3.  Quantification de la lipocaline-2 fécale par ELISA 

Des selles des souris ont été prélevées à différents âges afin de quantifier la protéine 

lipocaline-2 par ELISA. Une fois prélevées, les selles sont immédiatement stockées dans l’azote 

liquide puis à -80°C jusqu’à l’extraction des protéines. Chaque selle est pesée puis broyée dans 

1ml de PBS (Tampon Phosphate Salin) (Gibco, UK) contenant 0,1% de Tween 20 (Fisher 

Scientific, USA) et broyée à l’ultra-turrax (IKA). Les échantillons sont ensuite centrifugés à 

12000rpm pendant 10 minutes et les surnageants sont stockés à -20°C. La lipocaline-2 est 

quantifiée par ELISA (R&D systems, USA). Les recommandations du fournisseur ont été 

suivies. Les échantillons ont été dilués au cinquantième dans un tampon de BSA (bovine serum 

albumin) (Euromedex, Fr.) à 1% dans du PBS. Les concentrations évaluables sont obtenues 

entre 7,8pg/ml et 1000pg/ml. 

II.2.4. Analyses histologiques et immunologiques des intestins et des 

articulations 

Les souris sont mises à mort par dislocation cervicale. Les chevilles sont prélevées, puis 

la peau et les muscles sont éliminés avant fixation dans du formol tamponné à 4% (Labonord, 

Fr.). Une partie de l’intestin grêle et du colon est également prélevée. Après un lavage au PBS, 

les échantillons digestifs sont fixés dans du formol tamponné à 4%.  

Les chevilles sont décalcifiées dans l’EDTA (Acide Ethylène-Diamine-Tétraacétique) 

à 10% (Sigma Aldrich, USA) pendant deux mois. Les intestins et les chevilles sont ensuite 

déshydratés et inclus en paraffine. Les colorations et les marquages immunohistologiques sont 

effectuées sur des coupes de 5µm d’épaisseur.  

II.2.4.1. Analyses hitologiques 

Une coloration hématoxyline-éosine-safran (HES) a été réalisée sur les coupes 

d’intestins grêles, de colons et des articulations des souris. Cette coloration a permis d’observer 
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l’architecture des organes et la présence éventuelle de signes d’inflammation. Pour les intestins, 

l’infiltration de cellules immunitaires et la présence d’abcès cryptiques et d’ulcérations ont été 

prises en compte pour effectuer un score allant de 0 (structure normale) à 4 (intestin très 

inflammatoire). Une coloration au bleu alcian a également été effectuée afin d’évaluer la 

présence de mucus. Pour l’inflammation articulaire, l’hyperplasie de la membrane synoviale et 

l’infiltration cellulaire ont été observées. Les lames sont montées au Pertex® (Histolab, Se.). 

Les analyses sont effectuées en double insu par deux observateurs au microscope (DMD108 

Leica). 

II.2.4.2. Analyses immunohistologiques 

Nous avons effectué des analyses immunohistologiques sur les intestins grêles et les 

articulations des souris afin de visualiser les cellules positives pour la cytokine IL-17. Pour ce 

faire, les échantillons sont préalablement incubés pendant 6 heures dans du tampon citrate 

10mM, pH6 (Zytomed systems, All.) à 70°C, pour permettre une restitution antigénique. Les 

échantillons sont ensuite incubés dans du peroxyde d’hydrogène (Zytomed systems, All.) 

pendant 10 minutes pour éliminer les peroxydases endogènes, puis pendant 20 minutes dans du 

sérum de cheval (Vector Labs, USA) pour bloquer les sites aspécifiques. Les échantillons sont 

mis en contact d’un anticorps primaire polyclonal dirigé contre l’IL-17 (Abbiotec, USA) 

pendant toute la nuit (dilution au 200ème). Le lendemain, après deux lavages au PBS, les 

échantillons sont incubés avec un anticorps secondaire dirigé contre la partie Fc des anticorps 

de lapin et couplé à l’enzyme HRP (Peroxydase de raifort) (Vector Labs, USA) pendant 30 

minutes. La révélation est effectuée avec un chromogène AEC permanent (Zytomed systems, 

All.). Une contre-coloration à l’hématoxyline est effectuée et les lamelles sont montées au 

Pertex®. Les analyses sont effectuées en double insu par deux observateurs au microscope 

microscope (DMD108 Leica). 

II.2.5.  Mesure de l’expression de médiateurs de l’inflammation dans l’intestin 

par RT-PCR quantitative 

II.2.5.1. Extraction d’ARN 

Immédiatement après la mise à mort des souris, une partie de l’intestin grêle et du colon 

de chaque souris est prélevée, lavée au PBS et conservée dans 1ml de trizolTM (Qiagen, USA). 

Les échantillons sont immédiatement placés dans l’azote liquide puis conservés à -80°C. Après 

décongélation, les échantillons sont broyés dans 3ml de trizolTM à l’ultra-turrax puis centrifugés 

à 12000g pendant 10 minutes à 4°C. Un volume de 200µl de chloroforme (Carlo Erba 
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Reagents, Fr.) par millilitre de trizolTM est alors ajouté à chaque échantillon. Après une nouvelle 

centrifugation à 12000g pendant 15 minutes à 4°C, la phase aqueuse est isolée et 500µl 

d’isopropanol (Carlo Erba Reagents, Fr.) par millilitre de trizolTM sont ajoutés à chaque 

échantillon avant une incubation de 2 heures à -20°C. Les échantillons sont ensuite centrifugés 

à 12000g pendant 10 minutes et le culot d’ARN est lavé deux fois à l’éthanol 70%. Les culots 

d’ARN sont brièvement séchés à l’air puis dissous dans de l’eau RNAse free. La concentration 

d’ARN totaux est déterminée par spectrophotométrie au NanoDrop™ (Thermo Scientic, USA) 

à 260nm, avec une unité d’absorbance (abs) correspondant à 40µg/ml d’ARN. Les rapports abs 

260/280 et abs 260/230 sont calculés et sont respectivement supérieurs à 1,8 et 1,7. Les ARN 

extraits sont conservés à -80°C jusqu’à utilisation.        

II.2.5.2. Transcription inverse 

Une transcription inverse permettant la synthèse d’ADN complémentaire (ADNc) à 

partir des ARN est réalisée avec 2µg d’ARN totaux préalablement chauffés à 65°C pendant 5 

minutes. Les ARN sont incorporés à un mélange contenant des amorces de séquences aléatoires 

de 6 nucléotides (0,2µg/µl), se fixant sur les brins d’ARN et permettant l’initiation de l’activité 

de l’ADN polymérase ARN-dépendante, M-MLV RT (200U) (Invitrogen, USA) qui, par ajout 

de dNTP, est à la base de la rétro-transcription, et des dNTP (5mM). Cette réaction est réalisée 

dans du tampon rétrotranscriptase 5x (250mM Tris-HCl, pH 8,3, 375mM KCL, 15mM MgCL2) 

auquel est ajouté du DTT (dithiothréitol) (100mM). La réaction dure 1 heure et 30 minutes à 

37°C, puis l’enzyme est inactivée par une augmentation de la température à 95°C pendant 10 

minutes. Les échantillons sont conservés à -20°C, jusqu’à utilisation. 

II.2.5.3. PCR quantitative 

L’expression des gènes est mesurée par PCR quantitative. Pour cela, les ADNc dilués 

au 5ème sont incorporés à un mélange contenant les amorces sens et antisens du gène d’intérêt 

(Eurogentec, Be.) (Tableau 1), de l’eau, et un mélange SYBR Green iTaq™ (Bio-Rad, USA) 

composé d’une ADN polymérase, du tampon de réaction, des dNTPs et de molécules 

fluorescentes (cyanines asymétriques), le SYBR Green. La réaction d’amplification est réalisée 

dans un thermocycleur (Applied Biosystems Step One Plus) programmé pour effectuer une étape 

initiale de dénaturation des brins d’ADN et d’activation de l’enzyme à 95°C, puis 40 cycles 

permettant l’amplification spécifique du gène d’intérêt. Chaque cycle est décomposé en une 

dénaturation des ADNc à 95° pendant 1 minute, suivie d’une hybridation des amorces et d’une 

élongation permettant la synthèse des brins complémentaires par l’ADN polymérase à 60°C. 
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L’expression des gènes d’intérêt est rapportée par rapport à celle d’un gène de référence 

invariant, S29. L’expression du gène d’intérêt est quantifiée grâce à la méthode du Ct. Une 

courbe de fusion est réalisée pour vérifier la spécificité de l’amplification. 

II.2.6.  Quantification des lymphocytes Th17 et Treg et des cellules ILC3 dans la 

lamina propria des intestins et des ganglions par cytométrie en flux 

II.2.6.1. Extraction des cellules 

  Cellules des ganglions 

Les ganglions mésentériques et poplités sont prélevés après mise à mort des souris et 

déposés dans du milieu DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) enrichi en glucose 

(Gibco, UK), suplémenté avec 10% de SVF (sérum de veau fœtal) (Dutscher, Fr.) et 1% de L-

glutamine à 200mM (Gibco, UK). Les cellules sont extraites en broyant les ganglions sur un 

tamis cellulaire de 40µm. Les cellules sont récupérées dans un tube contenant 5ml de milieu, 

comptées au lecteur de cellules (Bio-Rad, USA) puis centrifugées à 350g pendant 10 minutes. 

Le culot est repris dans un volume adapté pour obtenir une concentration cellulaire de 4 millions 

par millilitre. 

 Cellules de la lamina propria 

Les intestins sont prélevés et les PP sont éliminées. Ils sont ensuite ouverts 

longitudinalement et lavés dans du PBS froid. La troisième étape consiste à incuber les intestins 

pendant 45 minutes dans du PBS auquel ont été ajoutés 30mM d’EDTA, à 4°C. Les intestins 

sont ensuite lavés plusieurs fois par agitation dans des bains de PBS puis subissent plusieurs 

digestions enzymatiques (3 pour les intestins grêles et 4 pour les colons). Lors de ces digestions, 

les intestins sont incubés pendant 20 minutes à 37°C dans du milieu DMEM (Gibco, UK) 

contenant deux enzymes, la libérase TL (Roche, All.) et la DNase (Sigma, USA). Chaque 

digestion s’effectue avec une concentration de 50µg/ml de libérase TL pour l’intestin grêle et 

de 75µg/ml pour le colon, associée dans les deux cas à une concentration de 2U/ml de DNase. 

Après chaque incubation, le surnageant est filtré à travers un filtre de 100µm et les cellules sont 

récupérées dans 5ml de milieu suplémenté avec 10% de SVF. Les cellules sont ensuite 

centrifugées à 350g pendant 10 minutes puis le culot est repris dans 5ml de PercollTM (GE 

Healthcare, Fr.) à 40%. Le même volume de PercollTM à 80% est glissé sous le PercollTM 40% 

grâce à une pipette Pasteur. Les cellules sont centrifugées à 2800rpm pendant 15 minutes. 

L’anneau de leucocytes est présent à l’interface entre les deux PercollTM. Ces cellules sont 
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récupérées, comptées au compteur de cellules et de nouveau centrifugées. Le culot cellulaire 

est finalement repris dans un volume de milieu adapté pour obtenir une concentration cellulaire 

à 4 millions par millilitre. 

II.2.6.2. Marquage des cellules et analyse par cytométrie en flux 

Le marquage des cellules s’effectue sur 1 million de cellules. Les cellules sont 

centrifugées à 350g pendant 5 minutes et sont lavées avec 200µl de PBS. Les cellules sont 

incubées pendant 15 minutes dans le noir à température ambiante dans 100µl de Zombie Aqua 

(BioLegend, USA), un marqueur de viabilité, dilué au 1000ème dans du PBS. Les cellules sont 

ensuite centrifugées à 350g pendant 5 minutes et sont lavées avec 200µl de BSA à 1% dans du 

PBS. Un blocage des récepteurs Fc est réalisé par incubation des cellules dans 50µl de Fc block 

(BioLegend, USA) dilué au 50ème pendant 15 minutes dans le noir à 4°C. Puis le marquage 

extracellulaire est effectué. Deux panels d’anticorps ont été réalisés au cours de cette étude, un 

panel permettant de quantifier les lymphocytes Th17 et ILC3 et un panel permettant la détection 

des lymphocytes Treg (Tableau 2). Pour réaliser le marquage extracellulaire, les cellules sont 

incubées pendant 15 minutes dans le noir à 4°C avec un mélange de l’ensemble des anticorps 

détectant des protéines de surface (en rose dans le tableau 2). A la fin de l’incubation, les 

cellules sont centrifugées à 350g pendant 5 minutes et lavées avec 200µl de BSA à 1% dans du 

PBS. Elles sont ensuite incubées toute la nuit à 4°C dans un tampon de fixation (ebioscience, 

USA). Le lendemain, les cellules sont lavées avec 200µl de BSA à 1% dans du PBS puis deux 

fois avec un tampon de perméabilisation (ebioscience, USA). Puis elles sont incubées pendant 

1 heure, à 4°C avec les anticorps marquant les protéines intra-nucléaires appropriées à chaque 

panel (en vert dans le Tableau 2). Après un lavage au tampon de perméabilisation, les cellules 

sont reprises dans 300µl de BSA à 1% dans du PBS et transférées dans des tubes adéquats pour 

le cytomètre en flux (Beckman Coulter). Les analyses sont effectuées grâce au logiciel 

Kaluza™.  
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Tableau 2 : Panels d'anticorps utilisés pour la détection des lymphocytes Th17 et Treg et les 

cellules lymphoïdes ILC3 par cytométrie en flux 

Panel de détection des ILC3 

Protéine Fluorochrome Hôte Isotype Fournisseur 

CD45 BV421 Rat IgGb, kappa BioLegend 

CD19 APC Rat IgG2a, kappa BioLegend 

IL7-Ra PerCP-efluor710 Rat IgG2b eBioscience 

CD3 APCFire750 Rat IgG2b, kappa BioLegend 

RORγt PE Rat IgG2a eBioscience 

Panel de détection des Th17 

CD45 BV421 Rat IgGb, kappa BioLegend 

CD19 APC Rat IgG2a, kappa BioLegend 

CD3 APCFire750 Rat IgG2b, kappa BioLegend 

CD4 FITC Rat IgG2a, kappa BioLegend 

RORγt PE Rat IgG2a eBioscience 

Panel de détection des Treg 

CD45 BV421 Rat IgGb, kappa BioLegend 

CD3 APCFire750 Rat IgG2b, kappa BioLegend 

CD4 FITC Rat IgG2a, kappa BioLegend 

CD25 APC Rat IgG1, lambda BioLegend 

FoxP3 PE Mouse IgG1, kappa BioLegend 

 

II.2.7.  Analyse du microbiote fécal par séquençage de l’ADN codant ARNr 16S 

Les selles des souris ont été prélevées à l’âge de 7 semaines afin d’analyser leur 

microbiote par séquençage haut-débit de l’ADN codant l’ARNr 16S. Les étapes d’extraction 

de l’ADN, de séquençage haut-débit et d’analyse des données ont été effectuées par le 

Professeur Harry Sokol de l’institut Micalis. Une fois prélevées, les selles sont immédiatement 

stockées dans l’azote liquide puis à -80°C jusqu’à l’extraction des acides nucléiques. L’ADN 

génomique a été extrait à partir de 200mg de selles. Les acides nucléiques ont été précipités 

dans l’isopropanol pendant 10 minutes à température ambiante, puis incubés pendant 15 

minutes sur glace avant centrifugation à 15000g pendant 30 minutes à 4°C. Les culots d’acides 

nucléiques ont été repris dans un tampon phosphate et de l’acétate de potassium. Un traitement 
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avec une RNase a ensuite été réalisé et l’ADN a été précipité puis culotté par centrifugation à 

15000g pendant 30 minutes à 4°C. Les culots sont repris dans 100µl de tampon TE. 

Un protocole de préparation d’une librairie d’amplicons 16S est appliqué (Metabiote, 

GenoScreen, Fr.) afin d’amplifier les fragments du gène de l’ARNr 16S contenant les régions 

hypervariables V3 et V4 (amorces 16S : sens 5’-TACGGRAGGCAGCAG-3’ et antisens 5’-

CTACCNGGGTATCTAAT-3’). Au cours de ce protocole, la PCR du gène de l’ARNr 16S est 

réalisée avec 5ng d’ADN génomique et 192 amorces (Metabiote MiSeq Primers) utilisées à une 

concentration finale de 0,2µM. 30 cycles de PCR sont effectués avec une température 

d’hybridation de 50°C. Les produits de PCR sont ensuite purifiés grâce au kit Agencourt® 

AMPure® XP (Beckman Coulter, USA). Le séquençage est effectué en utilisant un protocole 

de séquençage de 300 paires de bases appariées sur la la plateforme Illumina Miseq™ (Illumina, 

USA).  

Pour le traitement des données, les séquences sont démultiplexées, filtrées selon la 

qualité à l’aide d’un logicel « quantitative insights into microbial ecology » (QIIME, version 

1.9.1) et les lectures Illumina sens et antisens sont ajoutées grâce à la méthode fast-join 

(http://code.google/p/ea-utils). Les séquences sont assignées aux OTUs (Operational 

Taxonomic Unit) en utilisant le logarithme UCLUST avec un seuil d’identité des paires de 97% 

et classées par taxon en utilisant la base de données de référence Greengenes. Une raréfraction 

a été effectuée (25000 séquences par échantillon) et utilisée pour comparer l’abondance des 

OTU dans les échantillons. Les analyses en composante principale de la distance Unifrac non 

pondérée avec chaque échantillon, colorées selon le phénotype de la pathologie sont construites 

et utilisées pour évaluer la variation entre les groupes expérimentaux. Le nombre d’espèces 

observées est calculé en utilisant les données raréfiées et il est utilisé pour caractériser la 

diversité des espèces dans une communauté. L’analyse différentielle est réalisée en utilisant 

l’analyse discriminante linéaire.   

 

 

 

http://code.google/p/ea-utils
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II.2.8.  Analyse des conséquences du transfert du microbiote fécal des souris 

PPARγ+/+ et PPARγ-/- sur le développement d’une AIC  

Pour cette étude six groupes de 7 souris mâles DBA/1 âgées de 7 semaines (Janviers 

lab, Fr.) ont été constitués (Tableau 3). Le schéma expérimental est résumé en figure 31. 

Tableau 3 : Composition des groupes de souris pour l’analyse de l’impact du microbiote 

intestinal des souris PPARγ+/+ et PPARγ-/- sur le développement d’une arthrite au collagène de 

type 2 bovin 

 Antibiothérapie Arthrite Gavage 

Groupe saines + PBS Non Non PBS 

Groupe saines + 

antibiothérapie + PBS 

Oui Non PBS 

Groupe arthritiques +  PBS Non Oui PBS 

Groupe arthritiques + 

antibiothérapie + PBS 

Oui Oui PBS 

Groupe arthritiques + 

antibiothérapie + selles des 

souris PPARγ+/+ 

Oui Oui 

Selles des 

souris 

PPARγ+/+ 

Groupe arthritiques + 

antibiothérapie + selles des 

souris PPARγ-/- 

Oui Oui 

Selles des 

souris  

PPARγ-/- 

 

 

Figure 31 : Illustration du schéma expériemental nous ayant permis d’analyser des 

conséquences du microbiote des souris PPARγ+/+ et PPARγ-/- sur le développement 

d’une arthrite induite au collagène de type 2 bovin 
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II.2.8.1. Antibiothérapie 

Les souris ont été traitées avec un cocktail d’antibiotiques composé de néomycine (1g/l) 

(Sigma, USA), de métronidazole (1g/l) (Sigma, USA) et de vancomycine (0,5g/l) (Sandoz, Fr.). 

Les antibiotiques sont dissous dans l’eau de boisson des souris et un édulcorant (2g/l) (Sigma, 

USA) est ajouté pour appater les souris. L’eau de boisson est changée quotidiennement. Le 

traitement a été effectué pendant 4 jours.      

II.2.8.2. Transfert du microbiote fécal 

Les selles des souris PPARγ+/+ et PPARγ-/- sont fraîchement collectées le jour du 

transfert de microbiote. Une selle par souris gavée est prélevée, soit 7 selles de souris PPARγ+/+ 

et 7 selles de souris PPARγ-/-. L’ensemble des selles provenant des souris PPARγ+/+ ou PPARγ-

/- est broyé dans 1ml de PBS stérile. Le broyat est ensuite centrifugé à 800g pendant 3 minutes. 

Le surnageant est prélevé et le transfert de microbiote s’effectue avec 100µl de celui-ci. Les 

souris ne subissant pas de transfert de microbiote sont gavées avec 100µl de PBS. 

Le premier transfert de microbiote a lieu 24 heures après la fin de l’antibiothérapie. Le 

transfert de microbiote est quotidien pendant 4 jours, puis il est réalisé 2 à 3 fois par semaine 

jusqu’à la mise à mort des souris (Figure 31).    

II.2.8.3. Induction de l’arthrite au collagène de type 2 bovin et suivi des 

paramètres cliniques 

L’arthrite a été induite 8 jours après l’arrêt de l’antibiothérapie par injection intra-

dermique (base de la queue) de 100µl d’une suspension à 2mg/ml de collagène de type 2 bovin 

(mbdioproducts, USA) dans l’acide acétique 100mM émulsifiée, volume à volume, dans 

l’adjuvant complet de Freund. Une deuxième injection de 100µl d’une suspension à 2mg/ml de 

collagène de type 2 bovin émulsifiée, volume à volume, dans l’adjuvant incomplet de Freund a 

été effectuée par injection intra-dermique 21 jours après l’induction de l’arthrite. Ces injections 

ont été réalisées sous anesthésie à l’isoflurane. 

Chaque jour les souris ont été pesées et la sévérité de l’arthrite a été évaluée grâce à un 

score, préalablement validé selon les critères indiqués dans le tableau 4, allant de 0 à 4 pour 

chaque patte (score maximal = 16 par souris). Le volume de l’œdème des pattes arrière a été 

mesuré par plethysmographie trois fois par semaine. Le volume des pattes mesuré avant 

l’induction de l’arthrite, a été utilisé comme valeur de référence. 
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Tableau 4 : Score clinique d’évaluation de la sévérité d’une arthrite expérimentale (par patte) 

Symptômes inflammatoires Score 

Normal (pas de rougeur ni de gonflement)       0 

Rougeur et léger gonflement de la patte ou gonflement d’un ou deux doigt(s) 1 

Plus de trois doigts inflammatoires ou un gonflement modéré de la patte 

accompagnée d’une rougeur 

2 

Gonflement marqué s’étalant de la cheville au tarse ou du poignet au 

métacarpe accompagné d’une rougeur                 

3 

Gonflement sévère avec rougeur s’étalant sur l’ensemble de la patte 4 

 

Le souris ont été mises à mort 68 jours après le début de l’antibiothérapie et les 

populations cellulaires Th17, ILC3 et Treg de la lamina prorpia de l’intestin grêle, des ganglions 

mésentériques et des ganglions poplités ont été quantifiées par cytométrie en flux, suivant le 

protocole décrit au point II.2.6.     

II.3.  Résultats 

II.3.1.  Conséquences de l’invalidation du récepteur PPARγ sur l’homéostasie 

intestinale chez la souris 

II.3.1.1. L’invalidation du récepteur PPARγ n’induit pas spontannément 

le développement d’une inflammation intestinale 

Nous avons, dans un premier temps, observé les conséquences de l’invalidation du 

récepteur PPARγ sur la structure de l’intestin grêle et du colon. Les analyses histologiques n’ont 

pas révélé de lésions au niveau du jéjunum, de l’iléon et du colon des souris PPARγ-/-, ni de 

signe d’inflammation majeur quel que soit l’âge des souris (Figure 32A). L’expression des 

gènes de l’inflammation KC et l’IL-17A, quantifiée par RT-PCR quantitative (Figure 32B), est 

similaire dans l’intestin grêle et le colon des souris PPARγ+/+ et PPARγ-/-. 
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Une coloration HES a été effectuée sur des coupes d’intestins grêles et de colons de 

souris PPARγ+/+ et PPARγ-/- âgées de 9, 14, 18, 20 et 25 semaines afin de visualiser la 

structure de ces organes et de détecter des signes d’inflammation (Grossissement X20). Un 

score allant de 0 (intestin normal) à 4 (intestin très inflammatoire) a été établi (A). 

L’expression des gènes de l’inflammation KC et IL-17A a été mesurée par RT-PCR 

quantitative dans l’intestin grêle et le colon de souris PPARγ+/+ et PPARγ-/- âgées de 16 

semaines (B) (n=5). Les résultats de RT-PCR quantitative correspondent à la moyenne ± 

SEM. Une différence significative entre les souris PPARγ+/+ et PPARγ-/-  est indiquée par un 

astérisque (*= p<0,05). 

Figure 32 : Conséquences de l’invalidation du récepteur PPARγ sur la structure de 

l’intestin grêle et du colon et l’expression de médiateurs de l’inflammation. 
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Un marquage immunohistochimique avec un anticorps primaire anti-IL-17 a été 

effectué sur des coupes d’intestins grêles de souris PPARγ+/+ et PPARγ-/- afin de visualiser les 

cellules sécrétant de l’IL-17 et de les identifier. Les coupes ont été observées en microscopie 

aux grossissements X10 et X20. 

Par analyse immunohistochimique, nous avons observé la présence de la cytokine IL-

17 dans l’intestin grêle (Figure 33). Ce marquage est présent de façon comparable chez les 

souris PPARγ+/+ et PPARγ-/-. 

II.3.1.2. L’invalidation du récepteur PPARγ modifie les populations des 

cellules immunitaires dans l’intestin grêle 

Nous nous sommes interessés aux populations cellulaires ILC3, Th17 et Treg présentes 

dans les lamina propria de l’intestin grêle et du colon, ainsi que dans les ganglions 

mésentériques des souris PPARγ+/+ et PPARγ-/-. Ces populations ont été identifées selon les 

schémas présentés en Figure 34. Nous avons dans un premier temps constaté que la lamina 

propria de l’intestin grêle des souris PPARγ-/- est plus riche en lymphocytes que celles des 

souris PPARγ+/+ (Figure 35A). En effet, elle contient en moyenne 4 fois plus de lymphocytes 

que celle des souris PPARγ+/+. En revanche, un nombre similaire de lymphocytes est présent 

dans la lamina propria du colon des souris PPARγ+/+ et PPARγ-/- ainsi que dans leurs ganglions 

mésentériques (Figures 35B et C).  

Nous avons ensuite observé que la proportion de cellules ILC3 est plus importante dans 

la lamina propria de l’intestin grêle des souris PPARγ-/- que des souris PPARγ+/+ (Figure 36A). 

Figure 33 : Détection de cellules exprimant l’IL-17 dans l’intestin grêle des 

souris PPARγ+/+ et PPARγ-/- 
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En revanche, il n’existe pas de différence dans la lamina propria du colon ainsi que dans les 

ganglions mésentériques (Figures 36B et C). La proportion de lymphocytes Th17 est moins 

importante dans la lamina propria de l’intestin grêle des souris PPARγ-/- que des souris 

sauvages (Figure 37A). Ces lymphocytes sont présents de façon comparable dans les ganglions 

mésentériques (Figure 37B). Nous n’avons pas détecté de lymphocytes Th17 dans la lamina 

propria du colon des souris PPARγ+/+, ni des souris PPARγ-/-. Les lymphocytes Treg, sont 

davantage représentés dans les lamina propria de l’intestin grêle et du colon des souris PPARγ-

/- que des souris PPARγ+/+ (Figures 38A et B). Ces lymphocytes sont en revanche présents de 

façon similaire dans les ganglions mésentériques dans les deux groupes de souris (Figure 38C).     
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Les lymphocytes des lamina propria de l’intestin grêle et du colon ainsi que des 

ganglions mésentériques des souris PPARγ+/+ et PPARγ-/- ont été identifiés par cytométrie en 

flux selon les stratégies présentées en A pour les cellules ILC3 et les lymphocytes Th17 et en 

B pour les lymphocytes Treg. 

 

 

 

 

 

Figure 34 : Stratégies d’analyse des populations cellulaires ILC3, Th17 et Treg 
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Figure 35 : Conséquences de l’invalidation du récepteur PPARγ sur le nombre de 

lymphocytes intestinaux et ganglionnaires. 
Les lymphocytes CD45+CD19- ont été dénombrés dans les lamina propria de l’intestin 

grêle (A) et du colon (B) ainsi que dans les ganglions mésentériques (C) des souris PPARγ+/+ 

et PPARγ-/- par cytométrie en flux (n=2-3). Le dénombrement a été effectué sur deux groupes 

de souris pour l’intestin grêle et les ganglions mésentériques. Les résultats correspondent à la 

moyenne ± SEM. Une différence significative entre les souris PPARγ+/+ et PPARγ-/-  est 

indiquée par un astérisque (*= p<0,05).       
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Figure 36 : Conséquences de l’invalidation du récepteur PPARγ sur la proportion 

de cellules lymphoïdes ILC3 dans les intestins et ganglions mésentériques. 

La proportion de cellules lymphoïdes ILC3 parmi les lymphocytes CD45+CD19- a été 

déterminée dans les lamina propria de l’intestin grêle (A) et du colon (B) ainsi que dans les 

ganglions mésentériques (C) des souris PPARγ+/+ et PPARγ-/- par cytométrie en flux (n=2-3). 

Cette analyse a été effectuée sur deux groupes de souris pour l’intestin grêle. Les résultats 

correspondent à la moyenne ± SEM. Une différence significative entre les souris PPARγ+/+ et 

PPARγ-/-  est indiquée par un astérisque (*= p<0,05).       
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Figure 37 : Conséquences de l’invalidation du récepteur PPARγ sur la proportion 

de lymphocytes Th17 dans les intestins et ganglions mésentériques. 

La proportion de lymphocytes Th17 parmi les lymphocytes CD45+CD19- a été 

déterminée dans les lamina propria de l’intestin grêle (A) ainsi que dans les ganglions 

mésentériques (B) des souris PPARγ+/+ et PPARγ-/- par cytométrie en flux (n=2-3). Cette 

analyse a été effectuée sur deux groupes de souris pour l’intestin grêle. Les résultats 

correspondent à la moyenne ± SEM. Une différence significative entre les souris PPARγ+/+ et 

PPARγ-/-  est indiquée par un astérisque (*= p<0,05).       
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La proportion de lymphocytes Treg parmi les lymphocytes CD45+CD19- a été 

déterminée dans les lamina propria de l’intestin grêle (A) et du colon (B) ainsi que dans les 

ganglions mésentériques (C) des souris PPARγ+/+ et PPARγ-/- par cytométrie en flux (n=2-3). 

Cette analyse a été effectuée sur deux groupes de souris pour l’intestin grêle. Les résultats 

correspondent à la moyenne ± SEM. Une différence significative entre les souris PPARγ+/+ et 

PPARγ-/-  est indiquée par un astérisque (*= p<0,05). 

 

 

 

Figure 38 : Conséquences de l’invalidation du récepteur PPARγ sur la proportion 

de lymphocytes Treg dans les intestins et ganglions mésentériques 
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II.3.1.3. L’invalidation du récepteur PPARγ modifie le microbiote fécal 

L’analyse du microbiote fécal des souris PPARγ+/+ et PPARγ-/- âgées de 7 semaines a 

montré que les souris PPARγ-/- ont un nombre d’espèces bactériennes significativement moins 

importants que les souris PPARγ+/+ (Figure 39A). Nous avons évalué l’α-diversité grâce à 

l’indice de diversité de Shannon. Cet indice est la somme de la proportion de chaque espèce par 

rapport au nombre total des espèces présentes dans l’échantillon analysé ; il prend en compte le 

nombre d’espèces bactériennes et leur abondance. L’α-diversité est réduite chez les souris 

PPARγ-/- par rapport aux souris PPARγ+/+ (Figure 39B). 

Nous nous sommes également intéressés à la β-diversité qui représente le degré de 

similitudes (ou de différences) dans la composition bactérienne entre les échantillons étudiés. 

Nous avons observé que la β-diversité est différente entre les souris PPARγ+/+ et PPARγ-/- 

(Figure 39C).   

Figure 39 : Conséquences de l’invalidation du récepteur PPARγ sur le microbiote fécal. 

Le microbiote fécal a été analysé par séquençage haut-débit du gène de l’ARNr 16S. 

Le nombre d’espèces bactériennes a été quantifié (A) et l’α-diversité a été évaluée grâce à 

l’indice de diversité de Shannon dans les selles de souris PPARγ+/+ et PPARγ-/- âgées de 7 

semaines (B) (n=5-7). La β-diversité a été mesurée dans les selles des mêmes souris (C) (n=6-

7). Les résultats correspondent à la moyenne ± SEM. Une différence significative entre les 

souris PPARγ+/+ et PPARγ-/-  est indiquée par un astérisque (*= p<0,05).     
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L’analyse de la composition du microbiote fécal des souris PPARγ+/+ et PPARγ-/- 

confirme qu’il est dominé par trois phyla bactériens, les Firmicutes, les Protéobactéries et les 

Bacteroidetes (Figure 40A). Cependant, des différences marquantes ont été observées (Figures 

40A et B). Ainsi, la proportion de Firmicutes tend à être plus faible dans le microbiote fécal 

des souris PPARγ-/- alors que celle des Bactéroidetes tend à être plus importante que chez les 

souris souris PPARγ+/+. Ces différences engendrent un ratio Bactéroidetes sur Firmicutes plus 

élevé chez les souris PPARγ-/- (Figure 40C). En revanche, les proportions de Protéobactéries 

et d’Actinobactéries sont comparables entre les deux génotypes (Figure 40B). Le ratio 

Protéobactéries sur Firmicutes est légèrement plus élevé chez les souris PPARγ-/- mais cette 

différence est majoritairement due à la baisse des Firmicutes (Figure 40C).  
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La composition du microbiote fécal a été analysée par séquençage haut-débit de 

l’ARNr 16S. La répartition des phyla bactériens (A) et la proportion de Firmicutes, de 

Bactéroidetes, de Protéobactéries et d’Actinobactéries (B) chez les souris PPARγ+/+ et 

PPARγ-/- à l’âge de 7 semaines ont été étudiées. Les ratios entre les Bacteroidetes et les 

Firmicutes et entre les Protéobactéries et les Firmicutes ont été comparés entre les souris 

PPARγ+/+ et PPARγ-/- (C). 

 

Figure 40 : Conséquences de l’invalidation du récepteur PPARγ sur les 

phyla bactérien du microbiote fécal. 
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L’analyse détaillée des taxons bactériens montre cependant des différences entre le 

microbiote fécal des souris PPARγ+/+ et celui des souris PPARγ-/- (Figure 41).  

Ainsi, le genre Ruminococcus et des espèces appartenant à ce genre sont moins 

abondantes dans le microbote fécal des souris PPARγ-/- (Figure 41). D’autres taxons bactériens 

appartenant au phylum des Firmicutes sont également moins présents. C’est les cas de certains 

genres et de certaines espèces de la famille des Lachnospiraceae et de la famille des 

Mogibacteriaceae. Des taxons bactériens du phylum des Tenericutes sont également moins 

abondants dans le microbiote fécal des souris PPARγ-/-. C’est notamment le cas de l’ordre des 

Anaeroplasmatales, de la famille des Anaeroplasmataceae, du genre Anaeroplasma et de 

l’ensemble des espèces de ce genre. Enfin, l’ensemble des espèces bactériennes appartenant au 

genre Bifidobacteriaceae (taxon appartenant au phylum des Actinobactéries) est moins 

abondant chez les souris PPARγ-/-. 

A l’inverse, certains taxons bactériens, appartenant principalement aux phyla des 

Protéobactéries et des Bacteroidetes, sont davantage représentés dans le microbiote fécal des 

souris PPARγ-/-. Dans le phylum des Protéobactéries, l’ordre des Enterobacteriales, appartenant 

à la classe des Gammaprotéobactéries, la famille des Enterobacteriaceae, l’ensembles des 

genres et des espèces appartenant à cette famille sont notamment plus abondants chez les souris 

PPARγ-/-. De même, la classe des Betaprotéobactéries, l’ordre des Burkholderiales, la famille 

des Alcaligenaceae, le genre des Sutterella et l’ensemble des espèces appartenant à ce genre 

sont davantage représentés. En ce qui concerne le phylum des Bacteroidetes, l’ensemble des 

familles, des genres et des espèces appartenant à l’ordre des Bacteroidales, et en particulier la 

famille des Bacteroidaceae, le genre des Bacteroides et l’ensemble des espèces de ce genre sont 

présents en plus grandes proportions dans le microbiote fécal des souris PPARγ-/-. 
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La composition du microbiote fécal a été analysée par séquençage haut-débit du gène 

de l’ARNr 16S. Les taxons bactériens variants entre les souris PPARγ+/+ et PPARγ-/- à l’âge 

de 7 semaines ont été identifiés. 

 

II.3.1.4. L’invalidation du récepteur PPARγ modifie l’expression de 

certains peptides antimicrobiens 

Nous avons analysé les conséquences de l’invalidation du récepteur PPARγ sur des 

mécanismes relevant de la première ligne de défense de la muqueuse intestinale. Ainsi, nous 

nous sommes intéressés à la production de mucus et de défensines dans l’intestin grêle et le 

colon des souris PPARγ+/+ et PPARγ-/- (Figures 42 et 43). Le mucus présent dans les cellules 

caliciformes de l’intestin grêle et du colon a été détecté en histologie grâce à une coloration au 

bleu alcian (Figure 42A). Les analyses histologiques n’ont pas mis en évidence de différence 

dans la production de mucus entre les souris PPARγ+/+ et PPARγ-/-, que ce soit dans l’intestin 

grêle ou le colon. Nous avons également quantifié l’expression des ARNm des mucines 1 et 2 

dans l’intestin grêle et le colon par RT-PCR quantitative (Figure 42B). Ces gènes sont exprimés 

de façon comparable dans ces deux organes dans les deux groupes de souris.    

Figure 41 : Représentation des taxons bactériens différentiellement présents dans le 

microbiote fécal des souris PPARγ+/+ et PPARγ-/-. 
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Une coloration bleue alcian a été effectuée sur des coupes d’intestins grêles et de 

colons de souris PPARγ+/+ et PPARγ-/- âgées de 16 semaines afin de visualiser le mucus 

présent dans les cellules calicaiforme (A). L’expression des gènes des mucines 1 et 2 a été 

mesurée par RT-PCR quantitative dans l’intestin grêle et le colon de souris PPARγ+/+ et 

PPARγ-/- âgées de 16 semaines (B) (n=5). Les résultats de RT-PCR quantitative correspondent 

à la moyenne ± SEM. Une différence significative entre les souris PPARγ+/+ et PPARγ-/-  est 

indiquée par un astérisque (*= p<0,05).       

 

En revanche, le profil d’expression des peptides antimicrobiens est différent entre 

l’intestin grêle et le colon chez les souris PPARγ+/+ et PPARγ-/- (Figure 43A). 

Les β-défensines Defb1 et Defb10 sont davantage exprimées dans l’intestin grêle des 

souris PPARγ-/- (Figure 43A). L’α-défensine Defcr4 (Defensin alpha 4) a, quant à elle, une 

expression similaire dans l’intestin grêle des souris PPARγ+/+ et PPARγ-/- tandis que la lectine 

Figure 42 : Conséquences de l’invalidation du récepteur PPARγ sur 

la production de mucus intestinal. 
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de type C Reg3γ est significativement moins exprimée dans cet organe chez les souris PPARγ-

/-.  

Dans le colon, la β-défensine Defb1 et l’α-défensine Defcr4 ont une expression similaire 

chez les souris PPARγ+/+ et PPARγ-/- (Figure 43A). La défensine Defb10 est en revanche 

significativement moins exprimée dans colon des souris PPARγ-/- alors que la lectine de type C 

Reg3g semble augmentée. 

La lipocaline-2 fécale augmente progressivement de l’âge de 7 semaines à l’âge de 17 

semaines chez les souris PPARγ-/- alors qu’elle varie peu chez les souris PPARγ+/+ (Figure 

43B). Par conséquent, la concentration de lipocaline-2 fécale est plus importante chez les souris 

PPARγ-/- que dans celles des souris PPARγ+/+, dès l’âge de 7 semaines et avec une amplitude 

maximale à l’âge de 17 semaines. Aux âges de 19 et 20 semaines, la concentration de cette 

protéine diminue dans les selles des souris PPARγ-/- et se rapproche de celle des souris 

PPARγ+/+.        
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L’expression des gènes des peptides antimicrobiens defb1, defb10, defcr4 et Reg3g a 

été mesurée par RT-PCR quantitative dans l’intestin grêle et le colon de souris PPARγ+/+ et 

PPARγ-/- âgées de 16 semaines (A) (n=5). La concentration en lipocaline-2 fécale a été 

quantifiée par ELISA (B). Les résultats correspondent à la moyenne ± SEM. Une différence 

significative entre les souris PPARγ+/+ et PPARγ-/-  est indiquée par un astérisque (*= p<0,05). 

 

 

Figure 43 : Conséquences de l’invalidation du récepteur PPARγ sur la production de 

peptides antimicrobiens intestinaux. 
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II.3.2.  Conséquences de l’invalidation du récepteur PPARγ sur les articulations      

II.3.2.1. L’invalidation du récepteur PPARγ induit le développement 

d’une inflammation articulaire spontanée 

Nous avons analysé et comparé la structure des articulations des souris PPARγ+/+ et 

PPARγ-/- (Figure 44). Comme attendu, la moelle osseuse et la membrane synoviale des souris 

PPARγ-/- sont dépourvues de tissu apideux. Au sein de la membrane synoviale, le tissu adipeux 

est remplacé par un tissu conjonctif fibreux. Les articulations des souris PPARγ-/-, 

contrairement à celles des souris PPARγ+/+, présentent également un infiltrat de cellules 

immunitaires. Plusieurs types de cellules immunitaires sont retrouvés dans la membrane 

synoviale de ces souris, en particulier des mastocytes, des lymphocytes et des plasmocytes.  
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Une coloration HES a été effectuée sur des coupes de chevilles de souris PPARγ+/+ et 

PPARγ-/- afin de visualiser la structure des articulations et de détecter des signes 

d’inflammation. Les coupes ont été observées en macroscopie et en microscopie aux 

grossissements X4, X10 et X20. 

 

Par analyse immunohistochimique, nous avons montré la présence de cellules 

productrices d’IL-17 dans les articulations des souris PPARγ-/- (Figure 45). Ce marquage n’est 

pas retrouvé dans les articulations des souris PPARγ+/+ et concerne principalement des 

mastoytes et quelques lymphocytes (Figure 45). 

Figure 44 : Conséquences de l’invalidation du récepteur PPARγ la structure des 

articulations. 
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Un marquage immunohistochimique avec un anticorps primaire anti-IL-17 a été 

effectué sur des coupes de chevilles de souris PPARγ+/+ et PPARγ-/- afin de visualiser les 

cellules sécrétant de l’IL-17 et de les identifier. Les coupes ont été observées en microscopie 

aux grossissements X4, X10 et X20. 

 

Figure 45 : Détection de cellules exprimant l’IL-17 dans les articulations de 

souris PPARγ+/+ et PPARγ-/-   
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II.3.2.2. L’invalidation du récepteur PPARγ ne modifie pas les 

populations lymphocytaires dans les ganglions poplités 

Nous avons quantifié, par cytométrie en flux, les lymphocytes totaux ainsi que les 

populations cellulaires ILC3, Th17 et Treg dans les ganglions poplités des souris PPARγ+/+ et 

PPARγ-/- (Figure 46). Nous avons montré que le nombre total de lymphocytes est comparable 

entre les deux groupes de souris (Figure 46A). Nous n’avons détecté aucune cellules ILC3 et 

la proportion de lymphocytes Th17 et Treg n’est pas différente entre les souris PPARγ+/+ et 

PPARγ-/- (Figures 46B et C).     

 

Les lymphocytes totaux (A) et les proportions de lymphocytes Th17 (B) et Treg (C) ont 

été quantifiés au sein des ganglions poplités des souris PPARγ+/+ et PPARγ-/- par cytométrie 

en flux (n=4). Les résultats correspondent à la moyenne ± SEM. Une différence significative 

entre les souris PPARγ+/+ et PPARγ-/-  est indiquée par un astérisque (*= p<0,05). 

II.3.2.3. L’invalidation du récepteur PPARγ augmente le taux d’IL-17A 

sérique 

Nous avons quantifié le taux circulant d’IL-17A chez les souris PPARγ+/+ et PPARγ-/- 

(Figure 47). Les souris PPARγ-/- ont des taux d’IL-17A circulant toujours supérieurs à ceux des 

souris sauvages, en particulier à partir de l’âge de 16 semaines.        

Figure 46 : Conséquences de l’invalidation du récepteur PPARγ sur les 

populations lymphocytaires dans les ganglions poplités 
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Le taux d’IL-17A sérique des souris PPARγ+/+ et PPARγ-/- a été quantifié par ELISA 

aux âges de 9, 12, 14, 16, 18, 20 et 25 semaines (n=2-5). Les résultats correspondent à la 

moyenne ± SEM. Une différence significative entre les souris PPARγ+/+ et PPARγ-/-  est 

indiquée par un astérisque (*= p<0,05). 

 

II.3.3.  Conséquences du transfert du microbiote fécal des souris PPARγ-/- chez 

des souris développant une arthrite au collagène de type 2 

Comme il existe une dysbiose chez les souris PPARγ-/- et qu’elles développent 

spontanément une inflammation articulaire, nous avons voulu savoir si leur microbiote avait 

des potentialités arthritogéniques. Dans ce but, nous avons transféré le microbiote fécal de 

souris PPARγ+/+ ou PPARγ-/- à des souris sauvages DBA/1 susceptibles au développement de 

l’AIC. Après l’induction de l’arthrite nous avons suivi son développement puis nous avons 

évalué les populations lymphocytaires intestinales et ganglionnaires.  

II.3.3.1. Evaluation de l’impact du transfert du microbiote fécal des 

souris PPARγ+/+ et PPARγ-/- sur le développement d’une AIC  

Nous avons, dans un premier temps, évalué l’impact du transfert du microbiote fécal sur 

l’incidence et la sévérité de l’AIC (Figure 48). Les souris chez lesquelles l’AIC n’a pas été 

induite (groupes « Saines + PBS » et « Saines + antibiothérapie + PBS ») ne présentent aucun 

signe d’inflammation articulaire et le volume de leurs pattes arrière reste identique à celui 

mesuré à J0 (Figures 48B et C). Dans les groupes chez lesquels l’AIC a été induite, l’incidence 

augmente progressivement au cours du temps, et 70% des souris ont développé une arthrite au 

moment de la mise à mort (52 jours après l’induction de l’arthrite) (Figure 48A). Le score 

Figure 47 : Conséquences de l’invalidation du récepteur PPARγ sur le taux 

d’IL-17A sérique. 
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clinique moyen des souris appartenant au groupe « Arthritiques + PBS » est de 9,2 ± 1,1 au pic 

de l’inflammation (43 jours après l’induction de l’arthrite) ce qui témoigne d’une sévérité 

moyenne de l’arthrite (Figure 48B). Le traitement antibiotique, bien que terminé huit jours 

avant l’induction de l’arthrite, a des répercussions sur le développement de la pathologie 

(Figures 48B et C). En effet, il retarde l’apparition de l’arthrite d’environ 9 jours (premiers 

symptômes à J23 contre J14 dans le groupe sans antibiothérapie. D’autre part, le score clinique 

est toujours plus faible dans le groupe « Arthritiques + antibiothérapie + PBS » que dans le 

groupe « Arthritiques + PBS ». 

Le transfert du microbiote fécal des souris PPARγ+/+ supprime l’impact de 

l’antibiothérapie sur la sévérité de l’arthrite (Figures 48B et C). Ainsi, au pic de l’inflammation 

articulaire (J43) le score arthritique moyen du groupe « Arthritiques + antibiothérapie + selles 

des souris PPARγ+/+ » est de 7,5 ± 1,9, ce qui est comparable à celui du groupe « Arthritiques 

+ PBS » dont le score moyen à ce temps est de 6,5 ± 1,8, alors que le score moyen du groupe 

« Arthritiques + antibiothérapie + PBS » n’est que de 4,8 ± 1,9 (Figure 48B). L’œdème des 

pattes postérieures mesuré par plethysmographie montre des résultats similaires (Figure 48C).  

Le transfert du microbiote fécal des souris PPARγ-/- ne modifie pas l’impact de 

l’antibiothérapie (Figures 48B et C). En effet, au pic de l’inflammation articulaire, le score 

moyen du groupe « Arthritiques + antibiothérapie + selles des souris PPARγ-/- » est de 4,7 ± 

1,9, c’est-à-dire identique à celui des souris du groupe « Arthritiques + antibiothérapie + PBS » 

(4,8 ± 1,9) (Figure 48B). Le volume moyen des pattes postérieures des souris de ces deux 

groupes est très proche (Figure 48C). Ainsi, les souris qui ont reçu les selles des souris PPARγ-

/- développent une arthrite moins sévère que celles qui ont reçu les selles des souris PPARγ+/+, 

même si cela doit être interprété en tenant compte de l’effet « anti-arthritique » de 

l’antibiothérapie.  



160 

 

Le microbiote fécal de souris PPARγ+/+ et PPARγ-/-  a été transféré à des souris DBA/1 

après une antibiothérapie. Une arthrite a ensuite été induite chez les souris DBA/1 et nous 

avons suivi l’incidence (A) et la sévérité de l’arthrite qualitativement grâce à un score clinique 

préalablement validé (B) et quantitativement par mesure du volume de l’œdème des pattes 

postérieures (C) (n=7). Les points correspondent à la moyenne de chaque groupe. 

II.3.3.2. Impact du transfert du microbiote fécal des souris PPARγ+/+ et 

PPARγ-/- sur les populations lymphocytaires des ganglions poplités 

A la mise à mort des souris, soit 52 jours après l’induction de l’arthrite, nous avons 

quantifié le nombre de lymphocytes totaux ainsi que le nombre de cellules ILC3 et de 

lymphocytes Th17 et Treg dans les ganglions poplités (Figure 49). Chez les souris saines, 

l’antibiothérapie ne modifie ni le nombre total de lymphocytes ni le nombre de lymphocytes 

ILC3, Th17 et Treg (Figure 49).  

Comme attendu, l’induction de l’arthrite provoque une augmentation du nombre de 

lymphocytes dans les ganglions poplités des souris (Figure 49A) : on dénombre en moyenne 

1,2 millions de lymphocytes ± 580000 chez les souris saines et 6 fois plus de cellules chez les 

souris arthritiques. Le nombre de cellules ILC3 et de lymphocytes Th17 et Treg est également 

augmenté chez les souris du groupe « Arthritiques + PBS » par comparaison aux souris saines 

(Figures 49B, C et D). Le traitement antibiotique diminue le nombre de cellules ILC3 et Th17 

dans les ganglions poplités (Figures 49B et C), sans modifier le nombre de lymphocytes totaux 

et de lymphocytes Treg (Figures 49A et D).  

Les souris des groupes « Arthritiques + antibiothérapie + selles des souris PPARγ+/+ » 

et « Arthritiques + antibiothérapie + selles des souris PPARγ-/- » ont un nombre similaire de 

lymphocytes totaux, de cellules ILC3, Th17 et Treg et qui est identique à celui mesuré chez les 

Figure 48 : Conséquences du transfert du microbiote fécal de souris PPARγ+/+ et PPARγ-/- 

sur l’incidence et la sévérité d’une AIC 
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souris n’ayant pas reçu de transfert fécal (Figure 49). Par ailleurs, le profil lymphocytaire dans 

les ganglions mésentériques de ces deux groupes est semblable à celui des souris du groupe 

« Arthritiques + antibiothérapie + PBS ». Ainsi, le microbiote fécal des souris PPARγ+/+, 

comme celui des souris PPARγ-/-, ne corrige pas l’impact de l’antibiothérapie.   

 

 

Le microbiote fécal de souris PPARγ+/+ et PPARγ-/-  a été transféré à des souris DBA/1 

après une antibiothérapie. Une arthrite a ensuite été induite chez les souris DBA/1 et, à la 

mise à mort des souris, nous avons quantifié le nombre de lymphocytes totaux (A), d’ILC3 

(B), de Th17 (C) et de Treg (D) dans les ganglions poplités des souris par cytométrie en flux 

(n=3). Les résultats correspondent à la moyenne ± SEM. 

 

II.3.3.3. Evaluation de l’impact du transfert du microbiote fécal des 

souris PPARγ+/+ et PPARγ-/- sur les populations lymphocytaires 

intestinales  

Nous avons également évalué l’impact du transfert du microbiote fécal des souris 

PPARγ+/+ et PPARγ-/- sur les populations cellulaires ILC3, Th17 et Treg de l’intestin grêle 

(Figure 50). Le développement de l’arthrite n’engendre pas de modification de répartition des 

Figure 49 : Conséquences du transfert du microbiote fécal de souris PPARγ+/+ et 

PPARγ-/- sur les populations de cellules immunitaires dans les ganglions poplités 
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populations ILC3, Th17 et Treg (Figure 50). De même, le transfert fécal ne modifie pas la 

proportion des populations ILC3, Th17 et Treg indépendamment du statut PPARγ des souris 

donneuses. L’antibiothérapie ne modifie pas non plus le pourcentage d’ILC3 au sein de la 

lamina propria de l’intestin grêle (Figure 50A), mais semble diminuer la proportion de 

lymphocytes Th17 et Treg intestinale (Figures 50B et C). 

Le microbiote fécal de souris PPARγ+/+ et PPARγ-/-  a été transféré à des souris DBA/1 

après une antibiothérapie. Une arthrite a ensuite été induite chez les souris DBA/1 et, à la 

mise à mort des souris, nous avons évalué la proportion de cellules ILC3 (A) et des 

lymphocytes Th17 (B) et Treg (C) dans la lamina propria de l’intestin grêle des souris par 

cytométrie en flux (n=3). Les résultats correspondent à la moyenne ± SEM.  

 

 

 

Figure 50 : Conséquences du transfert du microbiote fécal de souris PPARγ+/+ et 

PPARγ-/- sur les populations de cellules immunitaires intestinales 
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II.4.  Conclusion et perspectives 

Le récepteur PPARγ est impliqué dans plusieurs processus physiologiques comme le 

contrôle de la prolifération cellulaire et la régulation des métabolismes glucidique et lipidique. 

Il contrôle la sensibilité à l’insuline via son effet sur la différenciation et la maturation des 

adipocytes et est impliqué également dans le stockage des lipides. Le récepteur PPARγ est 

également impliqué dans la régulation de l’inflammation et le contrôle de la différenciation de 

cellules immunitaires. En effet, il inhibe l’expression du facteur de transcription RORγt, 

indispensable à la différenciation des lymphocytes Th17 et des ILC3 (Klotz, Burgdorf, et al. 

2009). Ces cellules sont naturellement localisées dans la muqueuse digestive, où elles veillent 

au maintien de l’homéostasie intestinale en assurant la stabilité du microbiote intestinal et la 

lutte contre de potentiels agents pathogènes. Cependant, les lymphocytes Th17 et les cellules 

ILC3 sont également des acteurs majeurs dans le développement de pathologies auto-immunues 

et/ou inflammatoires lorsqu’ils sont produits en quantité excessive. Ils contribuent notamment 

à la physiopathologie des MICI telles que la RCH et la MC, via la sécrétion de médiateurs pro-

inflammatoires comme la cytokine IL-17 (Forkel et Mjösberg 2016). Lorsque nous avons étudié 

la muqueuse intestinale des souris PPARγ-/-, nous n’avons pas observé d’inflammation 

spontanée alors qu’elles développent une inflammation articulaire. Cependant, nous avons 

observé des modifications dans les proportions des sous-populations lymphocytaires dans de 

l’intestin grêle. En effet, la proportion de lymphocytes Th17 est diminuée dans la lamina 

propria des souris PPARγ-/- alors que nous n’avons pas détecté ces cellules dans la muqueuse 

colique des souris, indépendamment de leur statut PPARγ+/+ ou PPARγ-/-. Par ailleurs, 

l’expression de l’IL-17 est comparable entre les souris PPARγ+/+ et PPARγ-/- dans ces deux 

muqueuses. Ces résultats suggèrent que le récepteur PPARγ n’est pas le seul acteur de la 

régulation de la différenciation des lymphocytes Th17. Ainsi, l’activité du facteur de 

transcription RORγt peut également être limitée suite à l’ubiquitination de l’arginine K446 (He 

et al. 2016). L’ubiquitination de cet acide aminé limite le recrutement du co-activateur SRC-1 

(Steroid receptor coactivator-1) et réduit ainsi la différenciation des lymphocytes Th17. De 

même, la phosphorylation de la sérine S484 de RORγt inhibe la différenciation des lymphocytes 

Th17 (He et al. 2017). Par ailleurs, nous avons observé une proportion plus importante de 

lymphocytes Treg dans les lamina propria de l’intestin grêle et du colon des souris PPARγ-/-. Le 

récepteur PPARγ est naturellement fortement exprimé dans les lymphocytes Treg du tissu 

adipeux viscéral (Cipolletta et al. 2012). Les souris déficientes sélectivement pour ce récepteur 

dans les cellules FoxP3 positives présentent une diminution du nombre de lymphocytes Treg 

dans ce tissu. Cependant, le récepteur PPARγ n’influence pas le développement des 
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lymphocytes Treg des tissus lymphoïdes. La proportion de cellules ILC3 est augmentée dans la 

muqueuse de l’intestin grêle des souris PPARγ-/- alors qu’elle est similaire dans la muqueuse 

colique entre les deux génotypes. Nous avons généré au laboratoire des souris déficientes 

sélectivement pour le récepteur PPARγ dans les cellules RORγt positives et nous avons 

commencé à caractériser ces souris. Nous n’avons pas observé de modification de la proportion 

des lymphocytes Th17 et Treg et des cellules ILC3 dans leur intestin grêle et dans les ganglions 

mésentériques (Figure 51). Ces résultats semblent indiquer que le récepteur PPARγ n’est pas 

un régulateur majeur, in vivo, de la différenciation des lymphocytes Th17 et Treg et des ILC3 au 

sein de ces organes. De plus, les souris déficientes pour le récepteur PPARγ sélectivement dans 

les cellules hématopoïétiques et les cellules épithéliales (souris MMTV-Cre+ (Mouse mammary 

tumor virus)) ont un nombre de lymphocytes T CD4+ et CD8+ similaire à celui des souris de 

génotype sauvage dans la rate, les ganglions mésentériques et le thymus (Hontecillas et 

Bassaganya-Riera 2007). Les différences entre les populations lymphocytaires observées dans 

la muqueuse intestinale des souris PPARγ pourraient être dues à des modifications de 

l’environnement de ces cellules et notamment à leur microbiote intestinal. Elles pourraient 

également être la conséquence de leur absence de tissu adipeux puisque son invalidation ciblée 

dans les cellules RORγt positives ne reproduit pas son impact. En effet, des adipokines 

produites par les adipocytes, telles que la leptine et l’adiponectine, contrôlent la différenciation 

des lymphocytes Th17 et Treg et contribuent ainsi aux pathologies auto-immunes (Chuang et 

Tan 2017 et Zeng et Chi 2015). 
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Les lymphocytes totaux et les proportions de lymphocytes Th17 et Treg et les cellules 

lymphoïdes ILC3 ont été quantifiés dans la lamina propria de l’intestin grêle (A) et des 

ganglions mésentériques (B) des souris PPARγ+/+ et PPARγ-/- par cytométrie en flux (n=3). 

Les résultats correspondent à la moyenne ± SEM. Une différence significative entre les souris 

RORγt-crePPARγ+/+ et RORγt-crePPARγ-/-  est indiquée par un astérisque (*= p<0,05). 

Nous avons montré que le microbiote fécal des souris PPARγ-/- est différent de celui des 

souris sauvages. Il comprend un nombre moins important d’espèces bactériennes et une 

diminution globale de la proportion de Firmicutes au profit des Bacteroïdetes. Parmi les taxons 

bactériens du phylum des Firmicutes impactés par la délétion du récepteur PPARγ, les familles 

des Ruminococcaceae et des Lachnospiraceae sont les plus concernées. Ces deux familles 

appartiennent à la classe des Clostridia et regroupent des bactéries anaérobies strictes 

productrices de butyrate (Vital, Howe, et Tiedje 2014). Dans les conditions homéostatiques, ces 

Figure 51 : Conséquences de l’invalidation du récepteur PPARγ dans les cellules 

positives pour le facteur de transcription RORγt sur les populations 

lymphocytaires intestinales 
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bactéries limitent la production d’oxygène par les cellules épithéliales et limitent ainsi la 

présence des bactéries aérobies et aérobies-anaérobies facultatives. Nous avons montré que le 

microbiote fécal des souris PPARγ-/- est plus riche en bactéries de la famille des 

Enterobacteriaceae, appartenant au phylum des protéobactéries. Une augmentation des 

protéobactéries, et en particulier des Enterobacteriaceae, est considérée comme un marqueur de 

dysbiose et témoigne de troubles métaboliques (Shin, Whon, et Bae 2015). Ces bactéries sont 

aérobies-anaérobies facultatives. Le butyrate est un ligand naturel du récepteur PPARγ. Ainsi, 

l’élimination des bactéries productrices de butyrate par un traitement antibiotique réduit la 

signalisation dépendante de PPARγ dans les cellules épithéliales intestinales ce qui limite leur 

capacité d’utilisation de la β-oxydation et stimule leur production de NO, ce qui se trzaduit oar 

une augmentation de nitrates et d’oxygène dans la lumière intestinale (Byndloss et al. 2017). 

Chez les souris PPARγ-/-, on peut supposer que la perte du récepteur PPARγ dans l’épithélium 

intestinal supprime l’impact des bactéries productrices de butyrate et favorise la production de 

métabolites comme les nitrates qui peuvent favoriser la croissance de bactéries aérobies-

anaérobies facultatives capables de les métaboloiser (comme les entéro-bactéries qui sont NO3
- 

réductase positives). Nous avons également montré que les peptides antimicrobiens sont 

différentiellement exprimés dans l’intestin grêle et le colon des souris PPARγ-/-. L’expression 

de la β-défensine Defb10 est diminuée dans le colon des souris PPARγ-/- alors que les peptides 

antimicrobiens Reg3γ et lipocaline-2 sont augmentés. L’activation du récepteur PPARγ stimule 

la synthèse de la β-défensine Defb10 dans la muqueuse colique chez la souris (Peyrin-Biroulet 

et al. 2010). Par ailleurs, certaines bactéries infectieuses comme S Typhimurium sont capables 

d’inhiber le récepteur PPARγ dans les cellules épithéliales coliques, ce qui conduit à une 

synthèse accrue de cytokines pro-inflammatoires et des peptides antimicrobiens lipocaline-2 et 

Reg3γ par ces cellules (Kundu et al. 2014). Cependant, nous avons montré que d’autres 

défensines telles que Defb1 et Defcr4 sont similairement exprimées dans le colon des souris 

PPARγ+/+ et PPARγ-/-. Peyrin-Biroulet et ses collaborateurs ont déjà rapporté que l’absence du 

récepteur PPARγ ne module pas l’expression colique de la β-défensine Defb1 (Peyrin-Biroulet 

et al. 2010). Dans l’intestin grêle, nous avons observé que les β-défensines Defb1 et Defb10 

sont significativement plus exprimées chez les souris PPARγ-/- alors que l’α-défensine Defcr4 

est similairement exprimée chez les souris PPARγ+/+ et PPARγ-/-. La lectine de type C Reg3γ 

est, quant à elle, moins exprimée dans l’intestin grêle des souris PPARγ-/-. Les α-défensines 

Defcr1 à Defcr5 sont exprimées dans l’intestin grêle des souris PPARγ+/- et PPARγ+/- de façon 

comparable (Peyrin-Biroulet et al. 2010). Le récepteur PPARγ module l’expression de peptides 

antimicrobiens par les cellules épithéliales digestives en fonction de la richesse de 
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l’alimentation en acide gras (Tomas et al. 2016). Le microbiote intestinal régule l’expression 

du récepteur PPARγ et influence la production de ces peptides. La modification du microbiote 

intestinal chez les souris PPARγ-/- semble donc étroitement liée au déficit d’activité du récepteur 

PPARγ dans les cellules épithéliales conduisant à un enrichissement en gamma-protéobactéries, 

capables de métaboliser les nitrates (l’activité NOS augmente en absence de PPARγ). 

Nous avons observé une inflammation articulaire spontanée chez les souris PPARγ-/- et 

mis en évidence des cellules productrices d’IL-17. Ces cellules sont majoritairement des 

mastocytes et quelques lymphocytes. Par ailleurs, des analyses préliminaires réalisées sur des 

souris déficientes sélectivement pour le récepteur PPARγ dans les cellules RORγt positives ne 

montrent aucune atteinte articulaire (Figure 52). Les populations cellulaires ILC3, Th17 et Treg 

sont similaires dans les ganglions poplités des souris RORγt-cre/PPARγ+/+ et RORγt-

cre/PPARγ-/-. Ainsi, la délétion du récepteur PPARγ dans les cellules immunitaires RORγt 

positives (notamment les cellules ILC3 et les lymphocytes Th17), ne suffit pas à déclencher 

l’apparition d’une inflammation articulaire.  

Les patients atteints de RIC tels que la PR et la SpA ont un microbiote fécal dysbiotique 

(Breban et al. 2017). Nous avons observé une augmentation des bactéries appartenant aux 

familles des Bacteroidaceae et des Enterobacteriaceae et au genre Sutterella dans le microbiote 

fécal des souris PPARγ-/- et une diminution des bactéries appartenant au phylum des 

Ténéricutes, au genre des Ruminococcus et aux familles des Lachnospiraceae et des 

Mogibacteriaceae. Les patients atteints de PR ont une augmentation des Ruminococcus, des 

Enterobacteriaceae et des Ténéricutes et une proportion réduite de Lachnospiraceae, de 

Bacteroidaceae et de Sutterella (Breban et al. 2017 et X. Zhang et al. 2015). Le microbiote fécal 

des patients atteints de SpA est caractérisé par une proportion plus importante de 

Lachnospiraceae et de Ruminococcaceae et une diminution des Bacteroidaceae (Breban et al. 

2017). Par ailleurs, nous avons observé que le traitement pendant 4 jours des souris par une 

antibiothérapie large spectre réduit la sévérité de l’arthrite. Les effets sont visibles plus de 50 

jours après le traitement antibiotique. En fonction du cocktail antibiotique utilisé les effets sur 

l’arthrite peuvent être différents. Des antibiotiques ont été prescrits dans le traitement contre la 

PR (Ogrendik 2013). En revanche le traitement préventif des souris avec de l’enrofloxacine et 

pendant la phase d’immunisation augmente la sévérité de l’arthrite dans les phases tardives 

(Dorożyńska et al. 2014). Nous avons montré que l’administration du microbiote fécal des 

souris PPARγ+/+ contrecarre les effets de l’antibiothérapie sur la sévérité de l’arthrite alors que 

le transfert de microbiote des souris PPARγ-/- est sans influence. Cette différence d’effet est 
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possiblement dû à la moindre diversité bactérienne du microbiote fécal des souris PPARγ-/-. 

Néanmoins, ce résultat suggère que le microbiote fécal de ces souris ne promeut et/ou n’est pas 

directement responsable du développement des manifestations articulaires.    

 

Une coloration HES a été effectuée sur des coupes de chevilles de souris RORγt-

cre/PPARγ+/+ et RORγt-crePPARγ-/- afin de visualiser la structure des articulations et de 

détecter des signes d’inflammation (A). Les coupes ont été observées en macroscopie et en 

microscopie aux grossissements X4. Les lymphocytes totaux et les proportions de 

lymphocytes Th17 et Treg ont été quantifiés au sein des ganglions poplités de ces souris par 

cytométrie en flux (n=3) (B). Les résultats correspondent à la moyenne ± SEM. Une 

différence significative entre les souris RORγt-crePPARγ+/+ et RORγt-crePPARγ-/-  est 

indiquée par un astérisque (*= p<0,05). 

Figure 52 : Conséquences de l’invalidation du récepteur PPARγ dans les 

cellules RORγt positives sur les articulations. 
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Deuxième hypothèse  

de travail 
Le récepteur CCR3, un acteur dans la migration des 

cellules immunitaires intestinales vers les articulations 

arthritiques ? 
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Les muqueuses, et en particulier la muqueuse intestinale, sont en contact permanent 

avec l’environnement extérieur ; ainsi elles sont sujettes à des attaques par de potentiels agents 

infectieux. Pour limiter les interactions entre la barrière intestinale et les micro-organismes, 

plusieurs stratégies sont mises en place. De nombreuses cellules immunitaires sont localisées 

dans l’épithélium et dans la lamina propia intestinale. Ces cellules ont pour rôle de défendre 

l’organisme contre de potentiels agents infectieux, tout en conservant une tolérance 

immunitaire contre des micro-organismes commensaux. La nature des leucocytes intestinaux 

est variée et les immunités 1, 2 et 3 ainsi que l’immunité régulatrice sont représentées (Geremia 

et Arancibia-Cárcamo 2017). Dans les conditions homéostatiques, les lymphocytes Th17 et les 

ILC3 sont majoritairement présents dans le dernier tiers de la lamina propria de l’intestin grêle. 

Les PNE sont également abondants dans l’intestin grêle (Griffith, Sokol, et Luster 2014). La 

majorité des leucocytes localisés dans l’intestin provient de sites extra-intestinaux, comme la 

moelle osseuse hématopoïétique et la rate. Ces cellules migrent jusque dans l’intestin grâce au 

mécanisme de chimiotactisme (Griffith, Sokol, et Luster 2014). De même, ce processus permet 

aussi la migration des leucocytes entre l’épithélium digestif, la lamina propria intestinale et les 

organes lymphoïdes secondaires. Ainsi, l’ensemble des cellules immunitaires expriment des 

récepteurs aux chimiokines, qui, lorsqu’ils sont liés à leurs ligands, favorisent la migration des 

cellules jusqu’aux sites d’intérêt (Luster, Alon, et von Andrian 2005). Ce processus 

physiologique permet également le recrutement de cellules immunitaires sur un site lésé ou 

impacté par un agent infectieux.     

De nombreuses cellules immunitaires sont impliquées dans le développement de 

l’arthrite. Les cellules de l’immunité de types 3, telles que les lymphocytes Th17 et ILC3 et les 

PNN sécrètent des cytokines pro-inflammatoires, en particulier l’IL-17. Cette cytokine active 

les cellules résidentes de l’articulation telles que les chondrocytes, les synoviocytes 

fibroblastiques et les ostéoclastes qui en retour produisent des médiateurs de l’inflammation, 

des enzymes de dégradation de la matrice cartilagineuse et stimulent l’ostéoclastogenèse 

(Miossec et Kolls 2012). Les cellules de l’immunité de type 2, comme les PNE, les lymphocytes 

Th2 et les cellules ILC2, les PNB et les mastocytes, jouent également un rôle prépondérant dans 

l’inflammation et les lésions structurales articulaires. Une accumulation des lymphocytes Th2 

dans les articulations peut être associée à une arthrite active et érosive (Aarvak et al. 2000). De 

même, dans certaines formes d’arthrite les PNE peuvent être très présents dans les articulations 

atteintes (Tay 1999) et leur dégranulation provoque la libération de médiateurs de 

l’inflammation dans la membrane synoviale. Le recrutement des cellules immunitaires dans les 
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articulations arthritiques est réalisé grâce au processus de chimiotactisme. De fortes 

concentrations de chimiokines sont détectées dans la membrane et le liquide synovial 

inflammatoire (Rump et al. 2017). Des cellules résidentes de l’articulation, comme les 

synoviocytes fibroblastiques, les ostéoblastes, les ostéoclastes, les chondrocytes, les cellules 

endothéliales et les cellules immunitaires de la membrane et du liquide synovial sécrètent 

également des chimiokines capables de recruter de nombreux leucocytes. Les récepteurs aux 

chimiokines sont également exprimés par ces cellules résidentes de l’articulation. Leur 

activation provoque la sécrétion de médiateurs pro-inflammatoires et d’enzymes de dégradation 

de la matrice cartilagineuse et stimule l’ostéoclastogenèse (Alaaeddine et al. 2001 et Kwak et 

al. 2005).    

Le récepteur CCR3 est exprimé, à la fois, par certaines cellules immunitaires et par des 

cellules résidentes de l’articulation. Il possède plusieurs ligands, en particulier les éotaxines 1, 

2 et 3. L’interaction de ces chimiokines avec le récepteur CCR3 permet la localisation 

physiologique des PNE, des PNB, des mastocytes et des lymphocytes Th2 dans la muqueuse 

intestinale (Humbles et al. 2002). Par ailleurs, l’axe CCR3-CCL11 est impliqué dans 

l’inflammation chronique intestinale. En effet, les lymphocytes Th2 et les PNE peuvent jouer 

un rôle prépondérant dans les MICI (Bamias et Cominelli 2015 et Blom et al. 2012). De plus, 

certaines pathologies gastro-intestinales sont caractérisées par une accumulation anormale de 

PNE dans la muqueuse digestive (Ahrens et al. 2008). L’axe CCR3-CCL11 est également 

impliqué dans des pathologies inflammatoires extra-intestinales. En particulier, la chimiokine 

CCL11 est fortement présente dans le liquide synovial des patients atteints de PR et le récepteur 

CCR3 est exprimé dans la membrane synoviale inflammatoire (Zhebrun et al. 2014). Le 

récepteur CCR3 n’est pas exprimé à la surface des PNN dans les conditions physiologiques 

mais, chez les patients atteints de PR, CCR3 est exprimé et son activation initie le recrutement 

articulaire de ces cellules (Hartl et al. 2008). Par ailleurs, ce récepteur est également exprimé à 

la surface des chondrocytes et des synoviocytes dans les articulations arthritiques. Son 

activation par CCL11 stimule la synthèse de métalloprotéases qui participent à la dégradation 

de la matrice cartilagineuse (Hsu et al. 2004 et Liu et al. 2017). Des études réalisées sur des 

modèles animaux témoignent de l’importance de l’activation du récepteur CCR3 dans l’arthrite. 

En effet, l’équipe d’accueil a montré que dans les phases précoces d’une arthrite à l’antigène, 

le taux de CCL11 dans le liquide synovial est élevé et le nombre de PNE péri-vasculaires dans 

la membrane synoviale est important (Paquet et al. 2012). Par ailleurs, l’inhibition de CCL24 

dans le modèle de l’AA chez le rat limite la sévérité de la pathologie (Ablin et al. 2010). 
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Le récepteur CCR3 a donc un rôle physiologique important dans le recrutement des 

cellules de l’immunité de type 2 dans la muqueuse intestinale mais également un rôle 

physiopathologique supposé dans l’arthrite. Ainsi, nous avons émis l’hypothèse qu’au cours du 

développement d’une arthrite le récepteur CCR3 pourrait permettre la migration des 

immunitaire de la lamina propria de l’intestin grêle vers les articulations. 

Le premier objectif de cette partie de ma thèse a été  

d’évaluer les conséquences de l’inhibition pharmacologique du récepteur CCR3 sur le 

développement d’une arthrite induite par injection de collagène chez la souris 

Au cours de cette étude, nous avons : 

- évalué les conséquences de l’inhibition du récepteur CCR3 sur l’inflammation 

articulaire au cours d’une arthrite chez la souris 

- analysé l’impact de l’inhibition du récepteur CCR3 sur les atteintes structurales des 

articulations arthritiques 

- analysé les conséquences du blocage de CCR3 sur les popluations cellulaires ILC3, 

Th17 et Treg dans les ganglions poplités des souris arthritiques 

- étudié les populations cellulaires exprimant CCR3 dans les articulations arthritiques 

Le deuxième objectif de cette partie de ma thèse a été  

d’évaluer les conséquences de l’invalidation génétique du récepteur CCR3 et de son 

inhibition pharmacologique sur les populations lymphocytaires intestinales 

Au cours de cette étude, nous avons : 

- analysé l’impact de l’invalidation et de l’inhibition du récepteur CCR3 sur les 

populations lymphocytaires Th1, Th2, Th17 et Treg dans la lamina propria de 

l’intestin grêle, les ganglions mésentétiques et la rate de souris dans les conditions 

basales 
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I. Le récepteur CCR3, implications physiologiques et pathologiques 

I.1.  Le récepteur CCR3 : caractéristiques générales et rôle dans la muqueuse 

intestinale 

Le récepteur CCR3, aussi appelé CD193, est une protéine de 355 acides aminés codée 

par un gène localisé sur le chromosome 3 (White, Iqbal, et Greaves 2013). Celui-ci forme avec 

sept autres gènes un cluster codant pour des récepteurs aux chimiokines dans la région 3p21.3 

du chromosome 3. Le récepteur CCR3 est une protéine à sept domaines transmembranaires 

hydrophobes couplée à une protéine G (RCPG) ; il appartient à la même famille que le récepteur 

à la rhodopsine et possède de nombreuses caractéristiques communes aux récepteurs des 

chimiokines (Figure 53). Il présente quatre résidus cystéine dans ses domaines extracellulaires 

permettant la fixation correcte du ligand par formation de ponts disulfures. Dans le deuxième 

segment transmembranaire, le motif TxP (Thréonine-acide aminé quelconque-Proline) permet 

l’activation du récepteur et le résidu aminé acide aspartique (asp) ainsi que la séquence 

conservée DRY (acide aspartique-arginine-tyrosine) déclenchent l’activation de la protéine G 

couplée au récepteur. Une série de huit résidus sérine et thréonine permet le recrutement des 

protéines arrestines nécessaires à l’internalisation et la désactivation du récepteur. Le récepteur 

CCR3 a également des caractéristiques qui lui sont propres, comme la présence d’une leucine 

à la place de la proline dans le motif proline-cystéine de la partie N-terminale et la perte de la 

séquence consensus pour la N-glycosylation (Ponath et al. 1996). Le récepteur CCR3 est 

exprimé à la surface de nombreuses cellules immunitaires mais également sur des cellules 

résidentes. Les PNE l’expriment fortement. Les PNB, les mastocytes et les lymphocytes de type 

Th2 expriment aussi le récepteur CCR3 à leur surface (Uguccioni et al. 1997, Brightling et al. 

2005 et Gerber et al. 1997).  
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D’après Ziarek et al. 2017 et White, Iqbal, et Greaves 2013 

Ce récepteur répond à plusieurs chimiokines (tableau 5). A la différence des autres 

ligands, les éotaxines sont relativement spécifiques du récepteur CCR3. Les chimiokines 

CCL18, CXCL9, CXCL10 et CXCL11 ont une action antagoniste sur le récepteur CCR3 et 

permettent ainsi sa régulation.  

Tableau 5 : Ligands du récepteur CCR3 présents chez l’Homme et/ou la souris et leur action 

D’après Zlotnik et Yoshie 2012 

Ligands Autres dénominations 

couramment utilisées 

Actions Souris 

CCL3L1  Activatrice Absent 

CCL5 RANTES Activatrice Présent 

CCL7 MCP -3 Activatrice Présent 

CCL8 MCP-2 Activatrice Présent 

CCL11 éotaxine-1 Activatrice Présent 

CCL13 MCP-4 Activatrice Absent  

CCL15 HCC-2 Activatrice Absent 

CCL18  Antagoniste Absent 

CCL24 éotaxine-2 Activatrice Présent 

CCL26 éotaxine-3 Activatrice Absent 

CCL28  Activatrice Absent 

CXCL9 MIG Antagoniste Présent 

CXCL10 IP-10 Antagoniste Présent 

CXCL11 IP-9 Antagoniste Présent 

MCP-: Monocyte chemoattractant protein, MIP-: Macrophage inflammatory protein, 

RANTES: Regulated on Activation Normal T cell Expressed and Secreted, IP-: IFN-gamma-

inducible protein, MIG: Monokine induced by interferon gamma 

Figure 53 : Représentation tridimensionnelle du récepteur CCR3 et de son interaction 

avec son ligand CCL11 (A) et représentation schématique des caractéristiques du 

récepteur CCR3 (B) 
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Le récepteur CCR3 est impliqué dans la défense de l’organisme. Il participe au 

recrutement et à l’activation de cellules immunitaires sur des sites cibles d’attaques extérieures 

et contribue à la migration préventive de ces cellules dans les muqueuses. Lors d’une agression 

de l’organisme par un corps étranger, des cellules du système immunitaire sont rapidement 

mobilisées pour faire face à la menace. Ces cellules sont recrutées, via le processus de 

chimiotactisme, sur le site agressé et sont activées. Le récepteur CCR3 a un rôle dans le 

processus inflammatoire. Il induit le recrutement de cellules immunitaires, notamment des PNE 

mais aussi des PNB, des mastocytes et des lymphocytes de type Th2. Il agit également sur 

l’activité de ces cellules. Il induit la dégranulation des PNE, qui libèrent des molécules pro-

inflammatoires comme les ECPs, les EDNs et les MBPs (Fujisawa et al. 2000). Une inhibition 

du récepteur CCR3 par un anticorps spécifique inhibe la dégranulation des PNE induite par 

CCL5 et CCL11. Le récepteur CCR3 permet aussi la libération d’ERO par les PNE (Elsner et 

al. 1998). Il participe également à la dégranulation des PNB (leucotriènes et histamine, 

notamment), en particulier via son interaction avec CCL5, CCL11 et CC13 (Uguccioni et al. 

1997). Les mastocytes stockent le récepteur CCR3 au sein de granules. L’activation de ces 

cellules par des IgE induit la fusion de ces granules avec la membrane plasmique, ce qui 

augmente la présence de CCR3 à la surface de ces cellules (Price et al. 2003). L’activation du 

récepteur CCR3 par CCL11 ne provoque pas la dégranulation des mastocytes mais elle 

potentialise ce processus.  

La muqueuse digestive est en contact permanent avec des agents menaçant l’intégrité 

de l’organisme et de nombreuses cellules immunitaires veillent au maintien de l’homéostasie 

intestinale. Le récepteur CCR3 participe à ce processus et les cellules l’exprimant sont 

notamment impliquées dans la lutte contre les infections parasitaires. Des mastocytes exprimant 

le récepteur CCR3 sont localisés plus particulièrement dans la sous-muqueuse intestinale 

(Romagnani et al. 1999). Ces cellules contiennent des granules riches en tryptase et en chymase, 

elles peuvent répondre rapidement en cas d’infection. Des PNE sont également présents dans 

la muqueuse intestinale et le récepteur CCR3 est impliqué dans leur recrutement. Ainsi, les 

souris déficientes pour ce récepteur ont une anomalie de leur localisation (Humbles et al. 2002) : 

ces souris ont beaucoup moins de PNE dans leur muqueuse intestinale. La chimiokine CCL28, 

un ligand de CCR3, est naturellement produite par les cellules épithéliales de l’intestin (Berri 

et al. 2014). Cette chimiokine possède une activité antimicrobienne contre des pathogènes mais 

également contre des micro-organismes entériques commensaux. Les chimiokines CCL5 et 
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CCL11 sont aussi présentes dans l’intestin grêle, notamment dans le jéjunum (Matthews et al. 

1998).   

Les PNE peuvent avoir un rôle prépondérant dans certaines pathologies gastro-

intestinales, comme quelques affections à éosinophilies et les hypersensibilités allergiques 

gastro-intestinales. Les pathologies gastro-intestinales à PNE sont caractérisées par une 

accumulation anormale de PNE dans le tractus digestif. Ces derniers peuvent être localisés 

principalement dans l’œsophage, l’estomac ou le colon. Des études réalisées dans des modèles 

animaux montrent que, dans le cas d’une hypersensibilité allergique gastro-intestinale, les PNE 

mais aussi les lymphocytes Th2 ont un rôle important, notamment par la sécrétion des cytokines 

IL-4 et IL-5 (Hogan et al. 2001). Les PNE semblent également avoir un rôle dans les MICI ; 

des polymorphismes associés aux gènes codant les protéines EPO et ECP sont associés au 

développement de ces pathologies (Blom et al. 2012). Une activation accrue des lymphocytes 

Th2 dans l’intestin peut être délétère et conduire à une inflammation chronique, comme observé 

dans la RCH (Bamias et Cominelli 2015). Ces cellules participent aussi au processus de 

réparation à la suite d’une inflammation aigüe et à la fibrogenèse de la muqueuse intestinale 

(Lopetuso, Scaldaferri, et Pizarro 2012). Dans les MICI, les lymphocytes Th2 peuvent 

contribuer à l’accroissement de dépôts fibreux (Bamias et Cominelli 2015). Par ailleurs, les 

patients souffrant de rectocolite hémorragique pédiatrique ont un important taux de CCL11 

dans le colon ainsi qu’un nombre accru de PNE (Ahrens et al. 2008). Cette chimiokine est 

produite par les macrophages et les cellules épithéliales. Une augmentation de l’expression du 

récepteur CCR3 a également été détectée dans le colon des patients atteints de colite 

microscopique (Günaltay et al. 2015). Les modèles animaux contribuent à montrer l’implication 

du récepteur CCR3 dans les pathologies intestinales. Ainsi, l’induction d’une colite au DSS 

chez la souris provoque une augmentation de l’expression de CC11 et CCL24 dans le colon et 

un recrutement des PNE (Ahrens et al. 2008). CCL11 semble avoir un rôle prépondérant dans 

le recrutement de ces cellules dans ce modèle. L’utilisation d’un anticorps spécifique du 

récepteur CCR3 chez des souris développant spontanément une iléite à PNE diminue la sévérité 

de la pathologie et limite les atteintes structurales (Masterson et al. 2011). Similairement, 

l’administration d’un anticorps ciblant le récepteur CCR3 diminue la sévérité d’une 

inflammation à PNE induite par l’administration d’ovalbumine chez la souris (Song et al. 2017). 

Les lymphocytes T exprimant CCR3 sont également observés dans l’intestin de patients atteints 

de RCH et, en plus faible proportion, dans celui des patients atteints de la maladie de MC 

(Manousou et al. 2010). Dans ces pathologies, les cellules épithéliales sont de grandes 
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productrices des ligands de CCR3 et plus particulièrement des chimiokines CCL11 et CCL24. 

L’implication du récepteur CCR3 et de ces ligands est suffisamment importante dans les 

pathologies gastro-intestinales, qu’un anticorps monoclonal humain ciblant CCL11, le 

Bertilimumab, est actuellement en essai clinique de phase 2 dans la RCH.  

I.2.  Le récepteur CCR3 et son implication dans l’arthrite 

Le récepteur CCR3, associé aux cellules immunitaires et résidentes qui l’expriment, est 

impliqué dans différentes pathologies comme l’asthme, les MICI et l’athérosclérose. Il participe 

aussi à la physiopathologie de l’arthrite. En effet, CCR3 et ses ligands (éotaxines et CCL5) sont 

fortement exprimés dans la membrane synoviale des patients atteints d’arthrite (Zhebrun et al. 

2014). Nous avons détaillé précédemment que l’immunité de type 2 regroupant en particulier 

les PNE, les PNB, les mastocytes, les lymphocytes Th2 et les cellules lymphoïdes ILC2 peut 

jouer un rôle important dans cette pathologie. Les lymphocytes Th2 présents chez les patients 

atteints de PR expriment le récepteur CCR3 (Aarvak et al. 2000). Une accumulation des 

lymphocytes Th2 dans la membrane synoviale peut être associée à une arthrite active et érosive. 

Au contraire, un taux sérique de CCL11 élevé chez des patients atteints de PR débutante est 

corrélé à une progression des lésions radiologiques moins sévère (Syversen et al. 2008). Les 

taux circulants de la cytokine IL-4, associée aux lymphocytes Th2, et de la chimiokine CCL11 

sont augmentés chez des patients avant le développement de l’arthrite (Kokkonen et al. 2010). 

Cette chimiokine aurait donc un rôle dans la mise en place précoce de l’arthrite. Les cellules 

mononuclées circulantes des patients atteints de PR débutante expriment davantage le récepteur 

CCR3 et le taux de CCL11 circulant de ces patients est plus important que celui des individus 

sains (J. Wang et Zhao 2017). Les monocytes du sang périphérique d’individus sains 

n’expriment pas le récepteur CCR3 (Katschke et al. 2001). En revanche, les monocytes du 

liquide synovial des patients atteints de PR l’expriment. Ainsi, ce récepteur à probablement un 

rôle dans le recrutement et la rétention des monocytes dans les articulations arthritiques. De 

même, les PNN dans les conditions homéostatiques n’expriment pas le récepteur CCR3. En 

revanche, les PNN circulants et ceux présents dans le liquide synovial des patients atteints de 

PR possèdent ce récepteur (Hartl et al. 2008), et CCR3 semble impliqué dans leur migration.      

Les cellules résidentes de l’articulation peuvent aussi exprimer le récepteur CCR3. Les 

chondrocytes expriment naturellement le récepteur CCR3. Chez les patients atteints d’arthrose, 

ces cellules expriment davantage le récepteur CCR3, qui est impliqué dans la synthèse de 

médiateurs de l’inflammation et d’enzyme de dégradation (Alaaeddine et al. 2001 et Borzì et 

al. 2000). L’activation des chondrocytes par des cytokines pro-inflammatoires telles que le 
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TNF et l’IL-1β induit la synthèse de CCL11 ; cette cytokine, probablement par une voie 

paracrine et/ou autocrine, stimule l’expression de son propre récepteur ainsi que des 

métalloprotéases MMP-3 et MMP-13 et contribue ainsi à la dégradation du cartilage (Hsu et al. 

2004) (Figure 54A). L’activation du récepteur CCR3 par CCL11 induit également la sécrétion 

de ces enzymes, en particulier de MMP-3 (Chao et al. 2011). Les synoviocytes fibroblastiques 

des patients so 

uffrant de PR expriment le récepteur CCR3 (Liu et al. 2017). L’activation de ces cellules 

par des cytokines pro-inflammatoires telles que l’IL-1β induit leur sécrétion de CCL11. Comme 

observé pour les chondrocytes, CCL11 stimule l’expression de son récepteur. L’activation de 

CCR3 par CCL11 induit la production de la métalloprotéase MMP-9 par les synoviocytes. 

Ainsi, dans les conditions inflammatoires, ces cellules contribuent à la dégradation de la matrice 

cartilagineuse (Figure 54B). Les ostéoblastes expriment la chimiokine CCL11 (Kindstedt et al. 

2017). Contrairement à ces cellules, les précurseurs des ostéoclastes ne synthétisent pas cette 

chimiokine mais ils possèdent le récepteur CCR3 à leur surface. La chimiokine CCL11 favorise 

la migration des précurseurs de ostéoclastes ainsi que la résorption osseuse.       

Des études réalisées dans des modèles animaux témoignent de l’importance du récepteur 

CCR3 dans l’arthrite. Dans le modèle de l’AA chez le rat, l’expression de CCR3 sur les 

macrophages synoviaux est augmentée au début de la pathologie, ce qui suggère qu’il aurait un 

rôle dans les phases précoces de la maladie (Haas et al. 2005). Dans ce modèle, l’utilisation 

d’un anticorps monoclonal ciblant l’éotaxine 2 diminue la sévérité de l’arthrite (Ablin et al. 

2010). D’autres modèles ont permis de montrer l’implication de l’axe CCR3-éotaxine dans 

l’arthrite. L’équipe a montré une augmentation de la sécrétion de CCL11 dans le liquide 

synovial dans la phase précoce de l’arthrite à l’antigène chez le rat (Paquet et al. 2012). Elle a 

également identifié la présence de PNE péri-vasculaires dans la membrane synoviale de ces rats 

dans les premières heures qui suivent l’induction de l’arthrite.     
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D’après Hsu et al. 2004 et Liu et al. 2017 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 54 : Représentations schématiques de l’implication de l’axe CCR3-CCL11 dans 

l’induction de la synthèse d’enzymes de dégradation par les chondrocytes (A) et les 

synoviocytes fibroblastiques (B) dans un contexte inflammatoire 
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I. Evaluation des conséquences de l’inhibition du récepteur CCR3 sur le 

développement d’une arthrite au collagène chez la souris 

I.1.  Objectif de l’étude 

L’interaction du récepteur aux chimiokines CCR3 avec ses ligands, dont les principaux 

sont les éotaxines 1, 2 et 3, joue un rôle majeur dans la migration des cellules de l’immunité de 

type 2. De nombreux éléments de preuve montrent l’implication de l’axe CCR3-CCL11 dans 

les pathologies articulaires. En effet, les patients atteints de PR présentent une expression de 

CCL11 et de CCR3 élevée dans la membrane et le liquide synovial de leurs articulations 

inflammatoires. Le récepteur CCR3 permet le recrutement de cellules immunitaires dans les 

articulations via le processus de chimiotactisme. D’autre part, il participe aux dommages 

structuraux des tissus articulaires en stimulant la synthèse d’enzymes de dégradation de la 

matrice cartilagineuse par les chondrocytes et les synoviocytes fibroblastiques et en favorisant 

la résorption osseuse. Par ailleurs, des études pré-cliniques confirment la présence de CCR3 et 

CCL11 dans les articulations arthritiques et montrent que l’inhibition de l’axe CCR3-CCL11 

prévient la sévérité des lésions. Ainsi, l’objectif de cette première partie a été d’évaluer les 

conséquences de l’inhibition pharmacologique du récepteur CCR3 sur le développement d’une 

arthrite au collagène chez la souris.   

I.2.  Résumé du matériel et méthodes 

Pour mener à bien notre étude, nous avons effectué trois groupes de souris mâles de 

fond génétique DBA/1 âgées de 7 semaines (Janvier Labs) : 

- Un groupe de souris ne subissant pas l’induction de l’arthrite : « saines » ou 

« healthy » 

- Un groupe de souris chez lesquelles nous avons induit une arthrite et qui ont reçu le 

véhicule : « AIC contrôles » ou « CIA controls » 

- Un groupe de souris chez lesquelles nous avons induit une arthrite et qui ont reçu 

l’antagoniste du récepteur CCR3 (GW766994) : « AIC + 10mg/kg/j GW766994 » 

ou « CIA + 10mg/kg/d GW766994 »  

L’arthrite au collagène de type 2 a été induite au jour 0 (J0) par une injection 

intradermique de 100µg de collagène de type 2 bovin émulsifiés dans l’adjuvant complet de 

Freund. Vingt-et-un jours (J21) après l’induction de l’arthrite une deuxième injection de 

collagène de type 2 a été effectuée. L’antagoniste du récepteur CCR3 dissous dans du NaCl 

0,9% (appelé GW766994) a été administré à une dose de 10mg/kg quotidiennement par 
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injection intra-péritonéale. Le traitement a débuté 15 jours (J15) après l’induction de l’arthrite. 

Les souris du groupe « AIC contrôles » ont reçu quotidiennement le même volume de NaCl 

0,9%.    

 La sévérité de l’arthrite a été évaluée quotidiennement grâce à un score préalablement 

validé. Les souris ont été mises à mort 39 jours (J39) après l’induction de l’arthrite. Des analyses 

histologiques ont été réalisées sur les chevilles. Ces analyses ont été complétées par la mesure 

de l’expression des gènes de l’inflammation et d’enzymes de dégradation de la matrice 

cartilagineuse dans les poignets par RT-PCR. Nous avons également quantifié les lymphocytes 

Th17, Treg et les cellules ILC3 dans les ganglions poplités par cytométrie en flux et recherché 

les cellules positives pour le récepteur CCR3 dans les articulations par immunohistochimie. 

L’IL-6 et les anticorps anti-collagène de type 2 circulants ont été quantifiés par ELISA. 

I.3.  Synthèse des résultats 

Cette étude a fait l’objet d’une publication qui est en cours de finalisation. 

CCR-3 inhibition by a small molecule antagonist reduces collagen-induced arthritis 

severity 
Hablot J, Mariotte A, Koufany M, Bastien C, Netter P, Reboul P, Georgel P, Peyrin-Biroulet 

L, Jouzeau JY, Moulin D. 

 

Cette publication est référencée en annexe n°1, publication 2. 

Résumé de la publication : 

Introduction 

Les chimiokines sont des médiateurs physiopathologiques clés dans la phase précoce de 

l’arthrite. L’éotaxine et RANTES, deux chimiokines considérées comme des cibles 

thérapeutiques potentielles dans l’arthrite, sont des ligands du récepteur CCR3 (CC Chemokine 

Receptor 3). Le GW766994, un antagoniste puissant et sélectif de CCR3 a été développé dans 

le traitement de l’asthme et plus récemment testé dans un modèle expériemental de 

néovascularisation choroïdienne. 

Objectif 

L’objectif de cette étude était d’étudier l’effet du l’inhibition du récepteur CCR3 par le 

GW766994 sur le développement de l’arthrite au collagène (AIC) chez la souris. 

Matériel et méthodes 

L’AIC a été induite chez des souris DBA/1J mâles par injection de 100µg de collagène 

de type II bovin émulsifiés dans de l’adjuvant complet de Freund à la base de la queue. Une 

deuxième injection a été effectuée au jour 21. Les souris ont été traitées quotidiennement à 

partir du jour 15 avec 10mg/kg de GW766994 par voie ip. Les souris ont été suivies 

régulièrement et la sévérité de l’arthrite a été évaluée grâce à un score clinique macroscopique 

et par mesure du volume de l’œdème des pattes postérieures par plethysmographie. Au jour 39, 

des analyses histologiques ont été réalisées sur les chevilles après une coloration HES et 

safranine-O fast green. Le sang a été collecté et le taux d’IL-6 sérique a été quantifiée par 

Multiplex et les anticorps anti-colllagène de type II ont été quantifiés par ELISA. 
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Résultats 

L’inhibition du récepteur CCR3 a retardé et a réduit l’incidence et la sévérité de 

l’arthrite, comme le démontre les paramètres cliniques (score arthritique de 8,3 ± 1,6 pour le 

groupe de souris traitées avec le véhicule vs 3,7 ± 1,2 pour le groupe de souris traitées avec le 

GW766994 au jour 39). Les analyses histologiques ont indiqué que le GW766994 a réduit 

l’hyperplasie de la membrane synoviale et a limité la dégradation du cartilage dans les 

articulations arthritiques. Les taux d’IL-6 et d’anticorps anti-collagène de type II ont été réduits 

chez les souris traitées avec l’antagoniste de CCR3 en comparaison avec les souris arthritiques 

non traitées. 

Conclusion 

Ainsi, notre étude montre que CCR3 a un rôle important dans le développement de 

l’arthrite le désigne comme une cible thérapeutique potentielle.            

 

Synthèse des résultats 

Les premiers symptômes arthritiques apparaissent 15 jours et 20 jours après l’induction 

de l’arthrite dans les groupes « AIC contrôles » et « AIC + 10mg/kg/j GW766994 » 

respectivement. La sévérité de l’arthrite augmente progressivement du jour de l’apparition des 

premiers symptômes (J15) à la mise à mort des souris (J39) pour le groupe « AIC contrôles ». 

La sévérité de l’arthrite se stabilise 33 jours après l’induction de l’arthrite pour les souris du 

groupe « AIC + 10mg/kg/j GW766994 ». Les souris de ce groupe développent une arthrite 

significativement moins sévère que celles du groupe « AIC contrôles ».  

Les analyses histologiques et moléculaires des articulations des souris confirment que 

les souris du groupe « AIC + 10mg/kg/j GW766994 » développent une arthrite moins sévère 

que celle du groupe « AIC contrôles ». En effet, l’hyperplasie de la membrane synoviale et 

l’infiltration de cellules immunitaires sont significativement moins importantes dans les 

chevilles des souris du groupe « AIC + 10mg/kg/j GW766994 ». Par ailleurs, les gènes de 

l’inflammation IL-1β, iNOS et IL-17A sont fortement exprimés dans les poignets des souris du 

groupe « AIC contrôles » et l’administration du GW766994 diminue l’expression de ces gènes. 

L’IL-6 et les anticorps anti-collagène de type 2 sont présents en moins grande concentration 

dans le sérum des souris du groupe « AIC + 10mg/kg/j GW766994 » que dans celui des souris 

du groupe « AIC contrôles ».  

Les atteints structurales sont également atténuées après administration du GW766994. 

En effet, les scores histologiques montrent que la dégradation du cartilage et l’érosion de l’os 

sont significativement moins importantes. Par ailleurs, les gènes ADAMTS4 (A disintegrin and 

metalloproteinase 4) et MMP3 sont fortement exprimés dans les poignets des souris du groupe 

« AIC contrôles ». Le traitement par GW766994 réduit significativement l’expression de ces 

gènes.  
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Les cellules ILC3 et les lymphocytes Th17 sont impliquées dans le développement de 

l’AIC. Par ailleurs, les lymphocytes Treg contrecarrent les effets de ces cellules. Nous avons 

quantifié le nombre de lymphocytes Th17 et Treg et les cellules ILC3 dans les ganglions poplités 

des souris. Ces trois populations cellulaires sont très présentes dans les ganglions poplités des 

souris du groupe « AIC contrôles » et le traitement par GW766994 diminue significativement 

leur nombre. Des analyses immunohistochimiques ont révélé que contrairement au groupe 

« AIC + 10mg/kg/j GW766994 », l’expression du récepteur CCR3 est très marquée dans les 

articulations des souris du groupe « AIC contrôles ». Les cellules exprimant CCR3 sont 

majoritairement des PNN. 

I.4.  Conclusion 

Au cours de cette étude, nous avons montré que l’utilisation d’un antagoniste sélectif du 

récepteur CCR3 réduit la sévérité de l’arthrite au collagène de type 2 chez la souris et retarde 

l’apparition des premiers symptômes. Cet antagoniste diminue l’inflammation articulaire et la 

sévérité des dommages structuraux. Il réduit le recrutement des lymphocytes Th17 et Treg et des 

cellules ILC3, très impliqués dans la physiopathologie de l’AIC, dans les ganglions poplités. 

Les cellules exprimant le récepteur CCR3 présentes dans les articulations arthritiques sont 

principalement des PNN.  
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Objectif 2 
Conséquences de l’invalidation génétique du récepteur 

CCR3 et de son inhibition pharmacologique sur les 

populations lymphocytaires intestinales 
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II. Analyse de l’impact de l’inhibition du récepteur CCR3 sur les populations 

leucocytaires intestinales 

II.1.  Objectif de l’étude 

Dans les conditions homéostatiques, le récepteur aux chimiokines CCR3 participe à la 

migration des cellules immunitaires de leur site de différenciation vers les tissus périphériques. 

Il permet également le recrutement de ces cellules sur les sites d’une inflammation aigüe où 

elles contribuent à l’élimination de l’agent agresseur et/ou à la réparation du tissu lésé. Le 

récepteur CCR3 a été impliqué dans le développement de pathologies inflammatoires 

intestinales. De nombreuses cellules immunitaires telles que les lymphocytes Th17 et les PNE 

sont principalement localisées dans le tractus digestif. Ces cellules ont aussi été impliquées dans 

des pathologies inflammatoires. Dans cette seconde partie, nous avons analysé les 

conséquences de l’inhibition ou l’invalidation du récepteur CCR3 sur l’immunité intestinale 

dans les conditions homéostatiques dans la perseptive de réaliser la même étude chez des 

animaux développant une inflammation digestive ou articulaire.  

II.2.  Matériel et méthodes 

II.2.1.  Obtention des souris CCR3+/+ et CCR3-/- 

Nous possédons au laboratoire des souris de fond génétique BALB/c sauvages (que nous 

appellerons souris CCR3+/+) et des souris BALB/c déficientes pour le récepteur CCR3 (que 

nous appellerons souris CCR3-/-). Le génotype des souris a été vérifié par génotypage. Pour 

cela, une biopsie d’oreille est prélevée. L’ADN est extrait par dissolution du tissu dans une 

solution composée de NaOH (25mM) (Carlo Erba Reagents, Fr.) et de Na2EDTA (2mM) 

(Fisher Scientific, UK), pH 12. Les échantillons sont incubés 10 minutes à 37°C puis du tris-

HCl, pH 5 (Euromedex, Fr.) est ajouté. Une PCR semi-quantitative est réalisée sur chaque 

échantillon : l’ADN génomique est ajouté à un mélange réactionnel (HotStartTaq Plus Master 

Mix (Qiagen, USA)) composé d’une ADN polymérase, de désoxyribonucléotides triphosphates 

(dNTP) et d’un tampon propice à l’activité de l’enzyme. Les deux couples d’amorces 5’-TGG 

CAT TCA ACA CAG ATG AAA-3’/5’- CAT GAC CCC AGC TCT TTG AG-3’ et 5’-CTT 

GGG TGG AGA GGC TAT TC-3’/5’-AGG TGA GAT GAC AGG AGA TC-3’ permettant 

d’amplifier la forme sauvage et mutante du gène codant le récepteur CCR3 respectivement sont 

ajoutés au mélange réactionnel. Le volume est ajusté à 20µl avec de l’eau DNAse free. Les 

échantillons sont chauffés à 95°C pendant 15 minutes pour activer l’enzyme, puis 35 cycles 

d’amplification sont effectués. Chaque cycle comprend une étape de dénaturation des brins 
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d’ADN à 94°C pendant 1 minute, puis une étape à 62°C permettant l’hybridation des amorces 

pendant 1 minute et une étape d’élongation est réalisée à 72°C pendant 1 minute. A la fin du 

dernier cycle les échantillons sont chauffés à 72°C pendant 10 minutes. Les produits de PCR 

sont analysés, après migration sur un gel d’agarose à 2% contenant du GelGreen® (Biotium, 

USA), sous une lampe UV. Les souris présentant une bande à 120pb ont un phénotype sauvage, 

celles ayant une bande à 280pb sont déficientes pour le récepteur CCR3 et celles présentant les 

deux bandes sont hétérozygotes pour le récepteur CCR3.  

II.2.2.  Traitement des souris 

Pour mener à bien notre étude nous avons utilisé des souris mâles âgés de 6 à 7 semaines. 

Trois groupes ont été réalisés : 

- Un groupe de souris CCR3+/+ recevant du NaCl 0,9% : « CCR3+/+ + NaCl 0,9% » 

- Un groupe de souris CCR3+/+ recevant l’antagoniste de CCR3 : « CCR3+/+ + 

10mg/kg/j GW766994 » 

- Un groupe de souris CCR3-/- recevant du NaCl 0,9% : « CCR3-/- + NaCl 0,9% » 

 L’antagoniste du récepteur CCR3, le GW766994, dissous dans du NaCl 0,9% a été 

administré quotidiennement à une dose de 10mg/kg par injection intra-péritonéale. Les souris 

ne recevant pas le traitement ont subi une injection de NaCl 0,9% quotidiennement. Le 

traitement a été effectué pendant 20 jours.    

II.2.3.  Quantification des leucocytes dans la lamina propria de l’intestin grêle 

et des ganglions mésentériques par cytométrie en flux 

II.2.3.1. Extraction des cellules  

  Cellules des ganglions mésentériques 

Les ganglions mésentériques sont prélevés après mise à mort des souris et déposés dans 

du milieu DMEM enrichi en glucose (Gibco, UK), suplémenté avec 10% de SVF (Dutscher, 

Fr.) et 1% de L-glutamine à 200mM (Gibco, UK). Les cellules sont extraites en broyant les 

ganglions sur un tamis cellulaire de 70µm. Les cellules sont récupérées dans un tube contenant 

5ml de milieu, comptées au lecteur de cellules (Bio-Rad, USA), puis centrifugées à 350g 

pendant 10 minutes et le culot est repris dans un volume adapté pour obtenir une concentration 

cellulaire finale de 4 millions par millilitre. 
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 Cellules de la lamina propria 

Les intestins sont prélevés et après avoir éliminé les PP, ils sont ouverts 

longitudinalement et lavés dans du PBS froid. Ils sont ensuite incubés pendant 45 minutes dans 

du PBS dans lequel ont été ajoutés 30mM d’EDTA, à 4°C. Les intestins sont lavés plusieurs 

fois par agitation dans des bains de PBS. Ils subissent ensuite trois digestions enzymatiques 

successives par incubation pendant 20 minutes à 37°C dans du milieu DMEM contenant deux 

enzymes, la libérase TL (Roche, All.), a une concentration de 50µg/ml, et la DNase (Sigma, 

USA), à une concentration de 2U/ml. Après chaque incubation, le surnageant est filtré à travers 

un filtre de 100µm et les cellules sont récupérées dans 5ml de milieu suplémenté avec 10% de 

SVF. Elles sont ensuite centrifugées à 350g pendant 10 minutes puis le culot est repris dans 5ml 

de PercollTM (GE Healthcare, Fr.) à 40%. Le même volume de PercollTM à 80% est glissé sous 

le PercollTM 40% grâce à une pipette Pasteur. Les cellules sont alors centrifugées à 2800rpm 

pendant 15 minutes et l’anneau de leucocytes est recueilli à l’interface entre les deux PercollTM. 

Ces cellules sont comptées au compteur de cellules et de nouveau centrifugées. Le culot 

cellulaire est repris dans un volume de milieu permettant d’obtenir une concentration cellulaire 

finale de 4 millions par millilitre. 

II.2.3.2. Marquage des cellules et analyse par cytométrie en flux 

Le marquage des cellules s’effectue sur 1 million de cellules, donc à partir de 250µl de 

chaque échantillon déposés dans une plaque 96 puits à fond rond. Elles sont centrifugées à 350g 

pendant 5 minutes et sont lavées avec 200µl de PBS. Elles sont ensuite incubées pendant 15 

minutes dans le noir à température ambiante dans 100µl de Zombie Aqua (BioLegend, USA), 

un marqueur de viabilité, dilué au 1000ème dans du PBS. Les cellules sont ensuite centrifugées 

à 350g pendant 5 minutes et sont lavées avec 200µl de BSA à 1% dans du PBS à 1% dans du 

PBS. Un blocage des récepteurs Fc est réalisé par incubation des cellules dans 50µl de Fc block 

(BioLegend, USA) dilué au 50ème pendant 15 minutes dans le noir à 4°C. Puis le marquage 

extracellulaire est effectué. Deux panels d’anticorps ont été réalisés au cours de cette étude, un 

panel permettant de quantifier les lymphocytes Th1, Th2 et Th17 et un panel permettant la 

détection des lymphocytes Treg (Tableau 6). Pour réaliser le marquage extracellulaire, les 

cellules sont incubées pendant 15 minutes dans le noir à 4°C avec un mélange de l’ensemble 

des anticorps détectant des protéines de surface (en rose dans le tableau 6). A la fin de 

l’incubation, les cellules sont centrifugées à 350g pendant 5 minutes et lavées avec 200µl de 

BSA à 1% dans du PBS. Elles sont ensuite incubées toute la nuit à 4°C dans un tampon de 
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fixation (ebioscience, USA). Le lendemain, les cellules sont lavées avec 200µl de BSA à 1% 

dans du PBS puis deux fois avec un tampon de perméabilisation (ebioscience, USA). Puis elles 

sont incubées pendant 1 heure, à 4°C avec les anticorps marquant les protéines intra-nucléaires 

appropriées à chaque panel (en vert dans le Tableau 6). Après un lavage au tampon de 

perméabilisation, les cellules sont reprises dans 300µl de BSA à 1% dans du PBS et transférées 

dans des tubes adéquats pour le cytomètre en flux (Beckman Coulter). Les analyses sont 

effectuées grâce au logiciel Kaluza™.  

Tableau 6 : Panels d’anticorps utilisés pour la détection des populations leucocytaires en 

cytométrie en flux 

Panel de détection des Th1 

Protéine Fluorochrome Hôte Isotype Fournisseur 

CD45 BV421 Rat IgGb, kappa BioLegend 

CD4 FITC Rat IgG2a, kappa BioLegend 

CD3 APCFire750 Rat IgG2b, kappa BioLegend 

T-Bet PE/Dazzle 594 Souris IgG1, kappa BioLegend 

Panel de détection des Th2 

CD45 BV421 Rat IgGb, kappa BioLegend 

CD4 FITC Rat IgG2a, kappa BioLegend 

CD3 APCFire750 Rat IgG2b, kappa BioLegend 

GATA3 PE/cy7 Rat IgG1, kappa eBioscience 

Panel de détection des Th17 

CD45 BV421 Rat IgGb, kappa BioLegend 

CD3 APCFire750 Rat IgG2b, kappa BioLegend 

CD4 FITC Rat IgG2a, kappa BioLegend 

RORγt APC Rat IgG2a eBioscience 

Panel de détection des Treg 

CD45 BV421 Rat IgGb, kappa BioLegend 

CD3 APCFire750 Rat IgG2b, kappa BioLegend 

CD4 FITC Rat IgG2a, kappa BioLegend 

CD25 APC Rat IgG1, lambda BioLegend 

FoxP3 PE Mouse IgG1, kappa BioLegend 
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II.3.  Résultats 

L’inhibition de CCR3 ou son invalidation augmente la proportion de lymphocytes Th1 

et des lymphocytes Treg dans la muqueuse digestive (Figure 55A et 55D respectivement). La 

proportion de lymphocytes Th2 est similaire en présence et en absence du récepteur CCR3 

(Figure 55B) alors que la population Th17 est diminuée dans les groupes « CCR3+/+ + 

10mg/kg/j GW766994 » et « CCR3-/- » (Figure 55C). Ces résultats doivent être confirmés en 

augmentant le nombre de souris de l’étude.  

 

Figure 55 : Conséquences de l’invalidation du récepteur CCR3 sur les proportions 

de lymphocytes intestinaux. 
La proportion de lymphocytes Th1 (A), Th2 (B), Th17 (C) et Treg (D) a été déterminée 

au sein des lamina propria de l’intestin grêle par cytométrie en flux (n=3). Les résultats 

correspondent à la moyenne ± SEM. Une différence significative entre deux groupes est 

indiquée par un astérisque (*= p<0,05).       
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Nous avons également étudié les populations lymphocytaires Th1, Th2, Th17, Treg dans 

les organes lymphoïdes (rate et ganglions mésentériques) (Figures 56 et 57). Nous avons 

montré qu’il n’existe pas de différence pour ces quatre populations dans la rate (Figure 56). 

Les lymphocytes Th1, Th2 et Th17 sont présents de façon similaire dans les ganglions 

mésentériques des souris des trois groupes (Figures 57A, B et C). En revanche, les 

lymphocytes Treg sont significativement plus abondants chez les souris ayant reçu le GW766994 

que chez les souris sauvages ou déficientes pour CCR3 traitées avec du NaCl 0,9% (Figure 

57D). Ces résultats suggèrent que l’antagoniste de CCR3 pourrait avoir un effet stimulant sur 

certaines populations Treg qui serait indépendant du blocage de CCR3. 

La proportion de lymphocytes Th1 (A), Th2 (B), Th17 (C) et Treg (D) a été déterminée 

au sein de la rate par cytométrie en flux (n=3). Les résultats correspondent à la moyenne ± 

SEM. Une différence significative entre deux groupes est indiquée par un astérisque (*= 

p<0,05).       

 

 

 

Figure 56 : Conséquences de l’invalidation du récepteur CCR3 sur les proportions 

de lymphocytes dans la rate. 
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Figure 57 : Conséquences de l’invalidation du récepteur CCR3 sur les proportions 

de lymphocytes ganglionnaires. 
La proportion de lymphocytes Th1 (A), Th2 (B), Th17 (C) et Treg (D) a été déterminée 

au sein des ganglions mésentériques par cytométrie en flux (n=3). Les résultats correspondent 

à la moyenne ± SEM. Une différence significative entre deux groupes est indiquée par un 

astérisque (*= p<0,05).       
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II.4.  Conclusion et perspectives 

Le récepteur CCR3 est exprimé à la surface de plusieurs cellules immunitaires telles que 

les PNE, les PNB, les lymphocytes Th2 et les mastocytes. Dans les conditions homéostatiques, 

ce récepteur est impliqué dans la migration des cellules immunitaires de leur site de 

différenciation vers les tissus périphériques. Son inhibition ou son invalidation modifient la 

localisation de certaines de ces cellules puisque, par exemple, les souris CCR3-/- ont une 

augmentation du nombre de PNE dans la rate et une réduction de ce nombre dans la lamina 

propria intestinale (Humbles et al. 2002). La muqueuse intestinale est riche en cellules 

immunitaires qui défendent l’organisme contre les agents infectieux et participent au maintien 

de l’homéostasie intestinale. Les lymphocytes sont largement impliqués dans ce processus ; par 

exemple, les lymphocytes Th17, dans les conditions homéostatiques, sont principalement 

localisés dans le dernier tiers de l’intestin grêle. Nous avons montré que l’inhibition 

pharmacologique ou l’invalidation génétique du récepteur CCR3 modifie de la représentation 

des sous-populations de lymphocytes T helper et des lymphocytes Treg dans la lamina propria 

de l’intestin grêle. De façon surprenante, les lymphocytes Th2, qui expriment consécutivement 

le récepteur CCR3 (Mendez-Enriquez et García-Zepeda 2013), sont présents en proportions 

similaires chez les souris sauvages et les souris délétées pour CCR3. Ces résultats suggèrent 

que ces cellules sont différenciées in situ ou qu’elles ont migré en utilisant d’autres signaux 

chimiotactiques. Nous avons mis en évidence que la délétion du récepteur CCR3 provoque une 

augmentation de la proportion des lymphocytes Th1 et probablement des lymphocytes Treg alors 

que la proportion des lymphocytes Th17 est diminuée, dans la lamina propria. On peut supposer 

que ces souris auraient une réponse inflammatoire moins importante en réponse à une agression 

bactérienne. Nous avons observé que les souris BALB/c sont moins sensibles au développement 

d’une colite au DSS que les souris C57BL/6, ce qui confirme des travaux antérieurs (F. Yang 

et al. 2017) (Figure 58). En effet, dans notre étude toutes les souris de fond génétique C57BL/6 

ont développé la colite et ce en moins de 3 jours après le début de l’administration du DSS. 

Dans le groupe des souris de fond génétique BALB/c, l’incidence a augmenté progressivement 

du quatrième jour au septième jour et l’incidence maximale de 83,3% n’a été atteinte qu’à J7 

(Figure 58A). Le score DAI et le pourcentage de perte de poids par rapport à J0 ont également 

été moins importants chez les souris BALB/c que chez les souris C57BL/6 (Figures 58B et C). 

Yang et ses collaborateurs ont montré que dans la muqueuse intestinale des souris BALB/c les 

lymphocytes sont davantage de types Th2, Th17 et Treg alors que chez les souris C57BL/6 les 
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lymphocytes sont plutôt de type Th1 (F. Yang et al. 2017). Ainsi, les souris BALB/c sont 

partiellement protégées de la colite au DSS.  

Une colite a été induite par l’administration de 3% de DSS dans l’eau de boisson de 

souris de fond génétique BALB/c et C57BL/6 pendant 5 jours puis les souris ont reçu 3 jours 

d’eau avant leur mise à mort. Nous avons suivi l’incidence (A), la perte de poids (B) et la 

sévérité de la colite grâce à un score clinique préalablement défini (C) (n=6). Les résultats 

correspondent à la moyenne ± SEM. 

 

Nous avons montré que, dans le fond génétique BALB/c, les souris déficientes pour le 

récepteur CCR3 ont une immunité orientée Th1, ce qui suggère qu’elles devraient être plus 

sensibles au développement de la colite au DSS que les souris CCR3+/+. Nous avons induit cette 

pathologie chez des souris CCR3+/+, des souris CCR3-/- et des souris CCR3+/+ recevant 

l’antagoniste de CCR3 (GW766994) à une dose de 10mg/kg/j par voie orale pendant toute la 

durée du protocole de colite. Nous avons suivi quotidiennement l’incidence et la sévérité de la 

pathologie (Figure 59). Nous avons montré que l’inhibition ou l’absence du récepteur CCR3 

augmente l’incidence et la sévérité de la colite. Ainsi, le déséquilibre des populations 

lymphocytaires observé dans les conditions homéostatiques semble influencer la sévérité des 

Figure 58 : Evaluation de l’impact du fond génétique des souris sur le développement 

d’une colite au DSS 
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pathologies inflammatoires chez ces souris. L’élimination des PNE par délétion de gènes 

impliqués dans la production de ces cellules engendre une modification de la sévérité de la 

colite au DSS qui est différente selon les études. Masterson et ses collaborateurs ont montré que 

les souris PHIL, dépourvues de PNE, développent une colite au DSS plus sévère que les souris 

sauvages (Masterson et al. 2015). A l’inverse, Ahrens et ses collaborateurs ont rapporté que ces 

mêmes souris développent une colite moins sévères que les souris sauvages (Ahrens et al. 

2008). Par ailleurs, les souris dblGATA également dépourvues de PNE, mais aussi de PNB, 

développent une colite au DSS moins sévère que les souris BALB/c sauvages (Vieira et al. 

2009). La divergence observée entre ces études est probablement due aux conditions 

expérimentales. Vieira et ses collaborateurs utilisent une concentration de DSS de 4% alors que 

Masterson et nous avons utilisé une concentration de 3%. Par ailleurs, la déplétion des PNB 

chez les souris dblGATA peut aussi influencer la sévérité de la colite. Dans notre étude, nous 

utilisons des souris déficientes pour le récepteurs CCR3, qui possèdent des PNE et d’autres 

cellules exprimant ce récepteur, ce qui peut avoir des conséquences sur la sévérité de la 

pathologie.  

 

Une colite a été induite par administration de 3% de DSS dans l’eau de boisson de 

souris CCR3+/+, CCR3+/+ recevant le GW766994 à une dose de 10mg/kg/j pendant toute la 

durée du protocole et de souris CCR3-/-. Nous avons suivi l’incidence (A), la perte de poids 

(B) et la sévérité de la colite grâce à un score clinique préalablement défini (C) (n=7). Les 

résultats correspondent à la moyenne ± SEM. 

Figure 59 : Conséquence de l’inhibition du récepteur CCR3 sur 

l’incidence et la sévérité d’une colite au DSS 
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Dans la colite au DSS chez la souris BALB/c, l’injection par voie intrapéritonéale d’un 

anticorps ciblant la chimiokine CCL11 aux jours J0 et J4 réduit la sévérité de la pathologie à la 

fin du protocole, soit J7 (Adar et al. 2016). De même, l’utilisation d’un anticorps anti-CCR3 

chez des souris développant spontanément une iléite, après l’apparition des premiers 

symptômes d’inflammation intestinale, réduit la sévérité de la pathologie (Masterson et al. 

2011). L’administration d’un anticorps ciblant CCR3, après la phase d’immunisation, chez des 

souris BALB/c subissant une inflammation intestinale induite par administration d’ovalbumine 

réduit la sévérité de l’inflammation (Song et al. 2017). Dans notre étude nous administrons 

l’antagoniste de CCR3 quotidiennement à partir du premier jour de l’administration du DSS 

par voie orale. Ces résultats suggèrent que l’impact de l’inhibition de CCR3 sur la sévérité de 

la colite dépend du moment de son inhibition et/ou du mode d’injection de la molécule ciblant 

CCR3.       

Des auteurs tels que Scher et Abramson et Ranganathan et ses collaborateurs suggèrent 

que l’immunité intestinale, en association avec le microbiote, peut influencer le développement 

de pathologies inflammatoires extra-intestinales et notamment la PR et la SpA (Scher et 

Abramson 2011 et Ranganathan et al. 2017). La déplétion du récepteur CCR3 engendrant un 

déséquilibre des populations lymphocytaires Th17 et Treg, et les lymphocytes Th17 ayant un 

rôle prédominant dans l’AIC, nous avons émis l’hypothèse que la diminution de la sévérité de 

l’arthrite induite par l’antagoniste de CCR3 pourrait être liée à une modification des populations 

leucocytaires intestinales. Ainsi, nous envisageons d’étudier ces populations lymphocytaires 

dans les groupes « saines », « AIC contrôles » et « AIC + 10mg/kg/j GW766994 ». Nous 

envisageons également de comparer la sévérité d’une AIC chez des souris CCR3+/+ et CCR3-/-

. Les souris CCR3-/- que nous possédons actuellement au laboratoire sont dans le fond génétique 

BALB/c. Ce dernier n’étant pas susceptible au développement de l’AIC, nous transférons 

actuellement la déficience du récepteur CCR3 dans le fond génétique DBA/1. Par ailleurs, cette 

modification des populations lymphocytaires chez les souris ayant une inhibition du récepteur 

CCR3 pourrait être liée à une dysbiose intestinale. Nous envisageons également d’analyser la 

composition du microbiote intestinal des souris sauvages ou déficientes pour le récepteur CCR3 

dans les conditions homéostatiques et pathologiques.             

Par ailleurs, les populations lymphocytaires Th1, Th2, Th17 et Treg sont présentes dans 

les mêmes proportions dans la rate des souris sauvages ou déficientes pour CCR3. Dans les 

ganglions mésentériques, l’antagoniste de CCR3, contrairement à l’invalidation du gène codant 

cette protéine, entraîne une augmentation de la proportion des lymphocytes Treg. Les autres 
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populations lymphocytaires ne sont pas impactées. Ces résultats suggèrent que le GW766994 

aurait des effets indépendants de l’inhibition de CCR3. Il semble induire une augmentation de 

la migration et/ou de la séquestration des lymphocytes Treg dans les ganglions mésentériques.  
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Les muqueuses, et notamment la muqueuse digestive, sont en interaction permanente 

avec l’environnement extérieur. Elles sont ainsi en contact avec de potentiels agents infectieux 

et ont un rôle primordial dans la protection de l’organisme. De nombreuses stratégies sont mises 

en place afin d’empêcher l’entrée d’agents pathogènes et de maintenir l’homéostasie intestinale. 

La première ligne de défense est l’épithélium intestinal. Les entérocytes composant 

l’épithélium intestinal sont liés les uns aux autres par des jonctions serrées, des desmosomes et 

des jonctions communicantes afin de former une barrière imperméable aux micro-organismes 

de la lumière intestinale. Par ailleurs, le mucus synthétisé par les cellules caliciformes et les 

peptides antimicrobiens sécrétés par les cellules de Paneth contribuent à maintenir une distance 

entre les micro-organismes du microbiote intestinal et l’épithélium. Des lymphocytes intra-

épithéliaux, localisés entre les entérocytes, participent également à la défense de l’organisme. 

Les leucocytes présents dans la lamina propria intestinale représentent une deuxième ligne de 

défense contre l’entrée d’agents pathogènes. Ces leucocytes participent aussi activement au 

maintien de l’homéostasie intestinale. La nature de ces cellules est variée ; des cellules des 

immunités innée et adaptative sont présentes dans la lamina propria qui est considérée comme 

un « réservoir » pour certaines cellules immunitaires. C’est notamment le cas pour les cellules 

de l’immunité de type 3, en particulier les lymphocytes Th17 et les cellules lymphoïdes ILC3. 

Des cellules de l’immunité de type 2 sont également localisées dans la muqueuse intestinale ; 

par exemple, les PNE sont principalement présents dans les poumons, la rate et le tractus 

digestif dans les conditions homéostatiques.  

Les leucocytes de la lamina propria veillent au maintien de l’homéostasie intestinale ; 

ils sont en étroite interaction avec le microbiote intestinal et participent à sa stabilité. Le 

microbiote intestinal, composé de bactéries, virus, archées et levures, est un acteur 

indispensable à la survie de l’organisme. Les micro-organismes commensaux synthétisent des 

métabolites essentiels, digèrent des éléments nutritifs et limitent la prolifération de micro-

organismes pathogènes notamment en occupant l’espace (Eid et al., 2017). Par ailleurs, le 

microbiote intestinal est fortement impliqué dans le développement du système immunitaire de 

l’organisme hôte. En effet, les souris axéniques ont un système immunitaire peu développé 

caractérisé par des PP et des FLI moins nombreux et plus petits et l’activité des lymphocytes T 

et B est altérée (Macpherson et Uhr 2004, Bouskra et al., 2008 et Chung et al., 2012). En 

contrepartie, le système immunitaire intestinal favorise la présence des micro-organismes 

commensaux ; il est tolérant face à ces derniers. Des mécanismes sont mis en place afin d’éviter 

une activation accrue du système immunitaire de la lamina propria face à ces micro-organismes 
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commensaux. En effet, l’immunité régulatrice intestinale (en particulier avec les lymphocytes 

Treg) est très développée et contrôle l’activation des cellules lymphocytes T helper (Roncarolo 

et al., 2014). Des cellules localisées préférentiellement dans la muqueuse de l’intestin grêle 

dans les conditions homéostatiques ont un rôle majeur dans des pathologies inflammatoires 

extra-intestinales telles que l’arthrite. Par ailleurs, la plupart des patients développant un RIC 

ont un microbiote intestinal dysbiotique.  

Malgré les différentes stratégies mises en place pour maintenir l’homéostasie intestinale, 

une inflammation incontrôlée peut survenir et entraîner le développement de MICI. Les 

principales MICI sont la maladie de Crohn (MC) et la rectocolite hémorragique (RCH). Ces 

pathologies sont caractérisées par une inflammation de la paroi d’une ou plusieurs parties du 

tractus digestif. Les patients atteints d’une de ces pathologies ont un microbiote intestinal 

dysbiotique, caractérisé par une diminution de la diversité microbienne et par une modification 

de sa composition (Matsuoka et al., 2015). Le microbiote intestinal de ces patients comprend 

notamment une plus faible proportion de bactéries appartenant au phylum des Firmicutes et une 

augmentation des bactéries du phylum des Protéobactéries. Une dysbiose intestinale est 

également observée au cours du développement de pathologies inflammatoires extra-

intestinales. Les patients atteints d’arthrite, en particulier de PR et de SpA, ont un microbiote 

intestinal dysbiotique (Breban et al., 2017). Par ailleurs, les patients atteints de MICI peuvent 

développer des manifestations extra-intestinales, parmi lesquelles figurent l’inflammation 

articulaire ; 17 à 39% des patients atteints de MICI développent une SpA (Gionchetti et al., 

2015 et Asquith et al., 2014). Parallèlement, des 5 à 10% des patients atteints de SpA 

développement une MICI (Taurog et al., 2016 et Kasbeerdoss et al., 2016). Dans ce contexte, 

nous avons évalué l’impact d’une colite au DSS sur le développement d’une AIC préalablement 

induite. Nous avons montré que la colite retarde l’apparition des premiers symptômes d’arthrite 

et réduit la sévérité de la pathologie. En revanche, le développement de l’arthrite n’impacte pas 

la sévérité de la colite. L’induction d’une colite au DSS chez la souris provoque une dysbiose 

intestinale caractérisée par une diminution de la diversité et une modification de la composition 

du microbiote (Yeom 2016). Nous avons mis en évidence que le microbiote fécal des souris 

développant une colite et une arthrite est différent de celui des souris ne développant seulement 

une AIC. Le microbiote des souris influence leur susceptibilité au développement de cette 

pathologie (Gomez et al., 2012 et Liu et al., 2016). Par ailleurs, l’élevage de souris en conditions 

stériles ou l’utilisation d’antibiotique affectent la sévérité de l’arthrite chez la souris (Wu, 2010 

et Dorozynska et al., 2014). Ainsi, nos résultats suggèrent que l’induction d’une colite protège 
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les souris contre le développement d’une AIC, et ce probablement via une modification du 

microbiote intestinal. 

Le récepteur activé par le récepteur PPARγ est impliqué dans l’homéostasie des 

métabolismes glucidique et lipidique ; il est indispensable à la différenciation des adipocytes et 

au stockage des lipides. PPARγ participe également à l’homéostasie intestinale ; son activation 

est étroitement liée avec le microbiote intestinal. En effet, des métabolites produits par des 

bactéries commensales, comme l’acide linoléique et le butyrate, activent le récepteur PPARγ 

(Devillard et al., 2007 et Nepelska et al., 2017). L’activation de ce récepteur dans les cellules 

épithéliales coliques stimule leur production de peptides antimicrobiens et participe ainsi à la 

défense de l’organisme contre des agents pathogènes (Peyrin-Biroulet et al. 2010 et Kundu et 

al. 2014). Nous avons montré que les souris déficientes pour le récepteur PPARγ ont une 

expression des peptides antimicrobiens modifiée par rapport à celle de souris sauvages. Cette 

variation d’expression est différente selon le peptide antimicrobien considéré et le segment 

intestinal étudié. En effet, nous avons mis en évidence, comme l’a précédemment montré 

Peyrin-Biroulet et ses collaborateurs, que l’élimination du récepteur PPARγ ne modifie pas les 

α-défensines dans l’intestin grêle et la β-défensine Defb1 dans le colon des souris mais inhibe 

la synthèse de la défensine Defb10 dans le colon (Peyrin-Biroulet et al. 2010). Nous avons 

montré que l’inhibition du récepteur PPARγ peut avoir des effets opposés entre l’intestin grêle 

et le colon pour un même peptide antimicrobien : l’absence du récepteur PPARγ induit une 

augmentation de l’expression de la défensine Defb10 dans l’intestin grêle et une diminution de 

l’expression de cette défensine dans le colon et le strict contraire est observé pour le peptide 

antimicrobien Reg3γ. Le récepteur PPARγ régule la différenciation des lymphocytes Th17 ; il 

inhibe l’expression du facteur de transcription RORγt, indispensable à la différenciation de ces 

cellules (Klotz et al., 2009), qui sont impliquées dans le développement de pathologies 

inflammatoires. Nous avons montré que l’invalidation du récepteur PPARγ induit une 

augmentation du nombre total de lymphocytes dans la lamina propria de l’intestin grêle. 

Cependant, la proportion de lymphocytes Th17 est plus faible dans ce tissu chez les souris 

PPARγ-/- alors que les proportions des cellules lymphoïdes ILC3 et les lymphocytes Treg sont 

plus importantes. Par ailleurs, nous avons observé que la cytokine IL-17 est présente de façon 

similaire dans l’intestin grêle des souris sauvages ou déficientes pour le récepteur PPARγ. Nos 

résultats indiquent que le récepteur PPARγ ne semble pas être un régulateur majeur de la 

différenciation des lymphocytes Th17, in vivo, et que d’autres mécanismes sont mis en place 

chez les souris PPARγ-/- pour limiter la différenciation de ces cellules. Les variations de 
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l’expression des peptides antimicrobiens et les modifications de proportions des populations 

des cellules immunitaires observées chez les souris PPARγ-/- ne sont pas suffisantes pour 

déclencher spontanément une inflammation intestinale. 

De nombreux travaux, dont ceux de l’équipe, montrent que l’activation du récepteur 

PPARγ par des agonistes naturels ou synthétiques réduit la sévérité de l’arthrite chez l’animal 

et chez l’homme (Koufany et al., 2008, Koufany et al., 2013, Carregaro et al., 2016, Mader et 

al., 2013, Ormseth et al., 2013 Shahin et al., 2011). Nous avons montré que les souris déficientes 

pour le récepteur PPARγ présentent une inflammation articulaire. Dans les articulations de ces 

souris, nous avons détecté des cellules immunitaires productrices d’IL-17, qui sont 

majoritairement des mastocytes et quelques lymphocytes. Les patients atteints de pathologies 

inflammatoires articulaires ont un microbiote dysbiotique (Breban et al., 2017). Nous avons 

rapporté que le microbiote des souris PPARγ-/- est différent de celui des souris sauvages. Nous 

avons montré une augmentation des bactéries appartenant aux familles des Bacteroidaceae et 

des Enterobacteiaceae et au genre Sutterella et une diminution des bactéries appartenant au 

phylum des Ténéricutes, au genre des Ruminococcus et aux familles des Lachnospiraceae et 

des Mogibacteriaceae. Les patients atteints de PR présentent un microbiote riche en 

Ruminococcus, Enterobacteriaceae et Ténéricutes et une proportion moindre de 

Lachnospiraceae, de Bacteroidaceae et de Sutterella (Breban et al., 2017 et Zhang et al., 2015). 

Chez les patients atteints de SpA le microbiote fécal est caractérisé par une augmentation des 

Lachnospiraceae et des Ruminococcaceae et par une diminution des Bacteroidaceae (Breban et 

al., 2017). Par ailleurs, nous avons montré que le transfert du microbiote fécal des souris 

PPARγ-/- n’aggrave pas la sévérité d’une AIC. L’ensemble de ces résultats suggère que le 

déséquilibre du microbiote fécal des souris PPARγ-/- n’est pas suffisant pour favoriser le 

développement d’une arthrite et que les lymphocytes Th17 intestinaux ne sont pas critiquent 

pour l’inflammation articulaire chez les souris PPARγ-/-. Dans les conditions homéostatiques, 

les lymphocytes Th17 sont davantage présents dans la muqueuse de l’intestin grêle, ainsi nous 

envisageons d’analyser la composition du microbiote de la lumière de l’intestin grêle.  

Les souris PPARγ-/- n’ont pas de tissu adipeux. Ce dernier est impliqué dans le 

développement de l’immunité. En effet, par exemple, la leptine, une hormone produite en 

particulier par les cellules du tissu adipeux blanc, participe à la différenciation des lymphocytes 

Th17 (Chuang et Tan 2017). En revanche, cette adipokine limite la différenciation des 

lymphocytes Treg (Zeng et Chi 2015). Le rôle de l’adiponectine sur la différenciation des 

lymphocytes Th17 est controversé. Il a été montré que cette adipokine supprime la 



204 

 

différenciation des Th17 et limitent ainsi la sévérité de l’encéphalomyélite expérimentale 

(Zhang et al. 2017), mais d’autres auteurs proposent qu’elle aggrave l’AIC via notamment une 

augmentation des lymphocytes Th17 dans les articulations arthritiques des souris (Sun et al. 

2015). Par ailleurs, le nombre de cellules ILC3 recrutées dans les poumons lors du 

développement d’une inflammation pulmonaire est plus important chez les souris obèses 

(Everaere et al. 2016). Ainsi, ces études témoignent du rôle complexe que joue le tissu adipeux 

dans le contrôle de l’immunité. Pour nous affranchir de l’impact potentiel du manque de tissu 

adipeux chez les souris PPARγ-/-, nous avons développé au laboratoire des souris déficientes 

pour le récepteur PPARγ sélectivement dans les cellules RORγt positives. Les premières 

données obtenues sur ces souris montrent que cette délétion sélective ne suffit pas à modifier 

les populations leucocytaires dans l’intestin grêle, ce qui suggère que chez les souris PPARγ-/-, 

les variations des populations ILC3, Th17 et Treg sont probablement dues à d’autres mécanismes 

que le contrôle de RORγt par le récepteur PPARγ. Afin de vérifier l’implication des cellules 

RORγt positives dans le développement de l’inflammation articulaire chez les souris PPARγ-/-

, nous envisageons d’induire une AIC chez des souris.  

Le microbiote fécal des souris PPARγ-/- présente une proportion moins importante de 

bactéries appartenant aux familles des Ruminococcaceae et des Lachnospiraceae, qui 

appartiennent à l’ordre des Clostridia, et davantage de bactéries de la famille des 

Enterobacteriaceae. Les bactéries de l’ordre des Clostridia produisent du butyrate (Vital et al., 

2014). Ainsi, la délétion du récepteur PPARγ provoque une réduction des bactéries productrices 

de butyrate. Une diminution du butyrate au sein de la lumière intestinale modifie l’activité 

métabolique des cellules épithéliales, lesquelles produisent davantage de nitrates et d’oxygène 

(Byndloss et al., 2017). Le changement de métabolisme des cellules épithéliales intestinales 

favorise la prolifération de bactéries aérobies et aérobies-anaérobies facultatives telles que 

celles appartenant à la famille des Enterobacteriaceae. Ainsi, la délétion du récepteur PPARγ 

modifie l’activité métabolique des entérocytes et leur production de peptides antimicrobiens et 

favorise le développement de bactéries utilisant l’oxygène et les nitrates au profit des bactéries 

productrices de butyrate.  

Le récepteur CCR3 est exprimé à la surface de plusieurs cellules immunitaires telles que 

les PNE, les PNB et les lymphocytes Th2. L’activation de ce récepteur par ses ligands, en 

particulier les éotaxines 1, 2 et 3 et CCL5, permet la migration de ces cellules de leur site de 

différenciation vers les tissus périphériques. Elle permet également le recrutement de cellules 

immunitaires sur le site d’une infection ou d’une inflammation aiguë afin d’éliminer la menace 
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et de réparer le tissu lésé. L’interaction de CCR3 avec ses ligands a également un rôle dans le 

développement de pathologies inflammatoires. Nous avons montré que l’inhibition du récepteur 

CCR3 par un antagoniste sélectif retarde l’apparition des premiers symptômes arthritiques et 

réduit la sévérité de l’AIC. Nous avons observé que l’utilisation de cet antagoniste réduit 

l’infiltration de cellules immunitaires dans la membrane synoviale. Le récepteur CCR3 à un 

rôle primordial dans le développement d’une PR. De nombreuses études réalisées sur des 

modèles animaux et des biopsies de patients atteints de PR témoignent de l’importance de ce 

récepteur dans l’arthrite. L’expression de CCR3 ainsi que celle de ses ligands sont augmentées 

au dans les articulations arthritiques chez ces patients (Zhebrun et al., 2014). L’équipe a montré 

que la chimiokine CCL11 est davantage présente dans le liquide synovial des rats dans les 

phases précoces d’une arthrite à l’antigène (Paquet et al., 2012). Le récepteur CCR3 est 

impliqué dans le recrutement de cellules immunitaires telles que les PNE et les lymphocytes 

Th2 sur les sites de l’inflammation (Aavak et al., 2000). Nous avons mis en évidence que les 

cellules exprimant le récepteur CCR3 dans les articulations des souris développant une AIC 

sont majoritairement des PNN. Dans les conditions homéostatiques, ces cellules n’expriment 

pas le récepteur CCR3. Cependant, les PNN circulants ou présents dans le liquide synovial des 

patients atteints de PR l’expriment (Hartl et al., 2008). Ainsi, la migration des PNN vers les 

articulations arthritiques pourrait, en partie, être due à l’activation de CCR3. Alternativement, 

l’expression de CCR3 par ces cellules indique leur capacité à être activées par de nombreuses 

chimiokines de sorte que son inhibition génère un effet anti-arthritique direct. Nous avons 

montré que l’inhibition du récepteur CCR3 réduit la dégradation du cartilage et l’érosion de 

l’os. Le récepteur CCR3 est également exprimé par des cellules résidentes de l’articulation 

comme les chondrocytes et les synoviocytes. Son activation sur ces cellules participe aux 

lésions des structures osseuses et cartilagineuses. En effet, la stimulation des chondrocytes par 

la chimiokine CCL11 induit leur production de la métalloprotéase MMP3 (Hsu et al., 2004). 

L’axe éotaxine-CCR3 engendre la production de la métalloprotéase MMP9 par les synoviocytes 

fibroblastiques (Liu et al., 2017). La stimulation de CCR3 favorise la migration des précurseurs 

des ostéoclastes et la résorption osseuse (Kindstedt et al., 2017).  

Nous avons observé que les lymphocytes Th17 et Treg et les cellules lymphoïdes ILC3 

et sont augmentés dans les ganglions poplités des souris arthritiques par comparaison à des 

souris saines. Le GW766994 réduit l’abondance de ces populations cellulaires. Par ailleurs, 

nous avons mis en évidence que l’inhibition du récepteur CCR3, dans les conditions 

homéostatiques, modifie les proportions des populations lymphocytaires dans la lamina propria 
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de l’intestin grêle. Les lymphocytes Th1 et Treg sont davantage présents alors que les 

lymphocytes Th17 sont sous-représentés. Les lymphocytes Th17 sont impliqués dans le 

développement d’une AIC alors que les lymphocytes Th1 prédominent dans une colite au DSS 

(Yang et al., 2017). Ainsi, nous envisageons d’étudier les populations lymphocytaires 

intestinales chez les souris arthritiques et arthritiques traitées avec l’antagoniste de CCR3. Par 

ailleurs, nous transférons actuellement la déficience du récepteur CCR3 du fond génétique 

BALB/c vers le fond génétique DBA/1 afin d’évaluer les conséquences de l’invalidation 

génétique du récepteur CCR3 sur l’AIC. Cette expérience permettra notamment de confirmer 

si l’effet anti-arthritique du GW766994 est dû exclusivement au blocage de CCR3, car cette 

molécule tend à augmenter la population Treg dans les ganglions mésentériques dans les 

conditions basales. Nous avons montré que l’inhibition de CCR3 aggrave la sévérité de la colite 

au DSS. Des études montrent que l’inhibition de CCL11 ou de CCR3 réduit la sévérité de 

l’inflammation de la muqueuse colique et de l’intestin grêle (Adar et al., 2016, Masterson et al. 

2011 et Song et al., 2017). Le mode d’induction de l’inflammation intestinale et les modalités 

d’administration des antagonistes peuvent expliquer les différences de résultats observés. Nous 

envisageons d’approfondir notre étude et d’analyser les mécanismes provoquant une 

aggravation de la colite au DSS chez les souris déficientes pour CCR3. Le fait que l’inhibition 

du récepteur CCR3 diminue la sévérité de l’arthrite au collagène et aggrave la colite au DSS 

suggère que l’inhibition de ce récepteur est bénéfique dans les pathologies Th17 dépendants 

mais pas dans les pathologies Th1 dépendants. Ainsi, l’inhibition de CCR3 provoquerait une 

diminution des lymphocytes Th17 intestinaux, ce qui limiterait la mobilisation de ces cellules 

lors de l’induction de l’arthrite et donc diminuerait la sévérité de cette pathologie. En revanche, 

l’élimination de CCR3 entraîne une augmentation des lymphocytes Th1 intestinaux, lesquels 

pourraient être rapidement recrutés en cas d’induction d’une pathologie dépendante de ces 

cellules, comme la colite au DSS, et ainsi amplifieraient la sévérité de la maladie. Pour vérifier 

l’intérêt de l’inhibition du récepteur CCR3 dans les pathologies dont le développement est 

caractérisé par les lymphocytes Th17, nous proposons d’utiliser l’antagonsite de CCR3 dans 

d’autres pathologies, comme l’encéphalomyélite autoimmune expériementale.  

Nous proposons trois hypothèses pouvant expliquer la modulation des populations 

lymphocytaires intestinales lors de l’inhibition de CCR3. La première hypothèse est une 

modification du microbiote intestinal. Nous envisageons de comparer le microbiote de souris 

CCR3+/+ et CCR3-/- et de transférer le microbiote de souris CCR3-/- à des souris sauvages et 

d’étudier les populations lymphocytaires intestinales de ces dernières. La deuxième hypothèse 
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est que le récepteur CCR3 est impliqué dans la régulation de la différenciation lymphocytaire. 

Pour étudier cette hypothèse, nous proposons d’analyser, in vitro, les capacités de 

différenciation des splénocytes des souris CCR3-/- en lymphocytes Th1, Th2, Th17 et Treg. La 

troisième hypothèse est que le récepteur CCR3 est directement ou indirectement impliqué dans 

la migration des lymphocytes dans la lamina propria intestinale. Nous proposons d’utiliser des 

chambres de Boyden pour comparer les capacités migratoires des lymphocytes préalablement 

différenciés in vitro. Plusieurs chimioattractants pourront être testés, comme des ligands de 

CCR3 (éotaxines, CCL5) mais aussi des cytokines sécrétées par des cellules exprimant CCR3 

(IL4, IL13) ou encore des protéines extraites de broyats intestinaux de souris CCR3+/+ et CCR3-

/-.   

 

 

 

Figure 60 : Hypothèse expliquant les conséquences de l'inhibition du récepteur de CCR3 

dans les pathologies inflammatoires 
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Publication 1 

Experimental colitis delays and reduces the severity 

of collagen-induced arthritis in mice 
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CCR-3 inhibition by a small molecule antagonist 

reduces collagen-induced arthritis severity 
 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

CCR-3 inhibition by a small molecule antagonist reduces 

collagen-induced arthritis severity 

 

Julie HABLOT1, Alexandre MARIOTTE2, Meriem KOUFANY1, Claire BASTIEN3, Patrick 

NETTER1, Pascal REBOUL1, Philippe GEORGEL2, Laurent PEYRIN-BIROULET4, Jean-

Yves JOUZEAU1*, David MOULIN1,5*. 

1Ingénierie Moléculaire & Physiopathologie Articulaire (IMoPA), UMR7365 CNRS UL - 

54505 Vandœuvre Les Nancy, France.  

2Immuno-Rhumatologie Moléculaire (IRM), UMR_S1109 INSERM-UDS, 67085 Strasbourg, 

France. 

3Department of Pathology, CHU de Nancy, Vandoeuvre-lès-Nancy, France. 

4Nutrition Génomique & Exposition aux Risques Environnementaux (NGERE), UMR_1256 

INSERM-UL - 54505 Vandœuvre lès Nancy, France. 

5CHU de Nancy, Contrat d’interface, Nancy, F-54035, France. 

* JYJ and DM contributed equally to this work. Correspondence should be addressed to 

david.moulin@univ-lorraine.fr 

 

 

 

  



 

 

INTRODUCTION  

Chemokines are key pathophysiological mediators in the early phase of arthritis. Eotaxin and RANTES, 

two chemokines considered as putative therapeutic target in arthritis, are ligands of CCR-3 (CC 

Chemokine Receptor 3). GW766994, a potent and selective antagonist of CCR-3 has been developed in 

asthma treatment and more recently tested in choroidal neovascularization experimental model. 

OBJECTIVE 

The aim of the study was to investigate the effect of CCR-3 blockade using GW766994 on the 

development of collagen-induced arthritis (CIA) in mice.  

MATERIEL AND METHODS 

CIA was induced in DBA/1J male mice by ID injection of 100g of bovine type II collagen in CFA at 

the basis of the tail, with a booster injection of 50g by day 21. Mice were treated daily from day 15, 

with 10mg/kg of GW766994 ip. Mice were regularly weighed and arthritis severity was evaluated by 

macroscopic clinical scoring and by hindpaw oedema measurement by plethysmography. At day 39, 

histological analysis was performed on ankle joints after HES and safranin-O fast green staining. Blood 

was collected and serum levels of IL-6 were measured by cytokine bead array technology and anti-type 

II collagen antibody titer was measured by ELISA. 

RESULTS  

 CCR3 blockade by GW766994 delayed and reduced arthritis incidence and severity as 

demonstrated by clinical parameters (arthritis score of 8.3 ± 1.6 in vehicle-treated mice vs 3.7 ± 1.2 in 

GW766994-treated mice at day 39) Histological analyzes indicated that GW766994 reduced synovial 

proliferation and limited cartilage degradation in arthritic joints. Blood level of IL-6 and anti-type II 

collagen antibodies were reduced in mice treated with antagonist of CCR-3 compared to untreated 

arthritic mice.    

CONCLUSION 

 Thus, our study shows that CCR-3 has an important role in arthritis development and designates 

it as a potential therapeutic target.   

  



 

 

Introduction 

 Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic inflammatory disease involving persistent and 

erosive arthritis in multiple joints and systemic bone loss. Arthritic joints are characterized by 

the presence of a synovial pannus resulting from the proliferation of fibroblast-like 

synoviocytes and infiltration by immune cells, which leads to cartilage degradation, bone 

erosion and loss, with subsequent abnormal remodeling. [1]. Immune cells are recruited by 

chemotaxis that involves mainly the binding of chemokines to their receptors. Chemokines, a 

subfamily of chemotactic cytokines, are low-molecular weight proteins [2]. R are divided into 

four classes depending on the number of amino acids separating their conserved cysteins: C, 

CC, CXC and CX3C. The CC class is composed of 27 proteins, from CCL1 to CCL28 (CCL9 

and CCL10 being the same protein). These chemokines activate several receptors composed of 

7 trans-membrane domains coupled to G-proteins. Ten receptors exist (CCR1-CCR10) with 

some overlap between chemokines for their binding. Upon receptor binding, chemokines 

contribute to several physiological processes including immune and inflammatory responses, 

cell proliferation and differentiation. However, chemokines, and especially CCR3 ligands, are 

also thought to play a pathological role in inflammatory diseases such as asthma, age-related 

macular degeneration (AMD) and arthritis [3]. CCR-3 has several ligands comprising 

chemokines of the eotaxin subfamily (CCL11, CCL24 and CCL26) and RANTES (regulated 

on activation, normal T cell expressed and secreted). This receptor is expressed on several 

immune cells such as eosinophils [4], basophils [5], mast cells [6] and activated T helper type 

2 (Th2) cells [7]. By binding to CCR-3, ligands promote the migration of one or more cell type 

to the site of inflammation and several studies have shown that this receptor-ligand system plays 

a key role in articular diseases. On one hand, CCR-3 is overexpressed in the synovium of 

patients with RA [3], particularly on monocytes [8]. On the other hand, human articular 

chondrocytes stimulated with the pro-inflammatory cytokine IL-1β, expressed very high levels 

of RANTES [9] and eotaxin-1 [10], which participated in cartilage matrix degradation and 

chronic inflammation. In vivo, in the adjuvant-induced arthritis model, CCR-3 contributed to 

the initial recruitment of leukocytes into the synovial tissue [11] whereas inhibition of eotaxin-

2, a CCR3 ligand , by a specific antibody, decreased the severity of the disease [12]. 

Furthermore, we showed previously in antigen-induced arthritis in rat that the chemokines 

RANTES and eotaxin were secreted very early in inflamed joints [13]. Taken together, these 

data underline that CCR3 activation is an early event during arthritis course and suggest that 

CCR3 blockade may have some therapeutic relevance to inflammatory joint diseases. In the 



 

 

present study, we took advantage of the selective CCR-3 antagonist GW766994, which was 

administered previously in patients with asthma without adverse events [14], to evaluate the 

effect of CCR-3 inhibition on the severity of collagen-induced arthritis in mouse.         

 

  



 

 

Materials and methods 

Mice 

All animal procedures were approved by the ethics committee of Lorraine (CELMEA-2013-

0003). For CIA, 7-weeks old DBA/1 male mice were purchased from Janvier Labs. Each group 

comprised 9 animals. CIA experiment was repeated twice. Mice were maintained per group of 

4 to 5 in solid bottomed plastic cages in a room with temperature set at 22° ± 1°C and under a 

12h/12h light/dark cycle. Mice were used after an adaptation period of 7 days. Mice had free 

access to tap water and standard pelleted chow during housing and experiment. 

 

Induction of collagen arthritis and treatment regimen 

Collagen-induced arthritis (CIA) was induced in 7-weeks old DBA/1 male mice as shown in 

figure 1. Briefly, at day 0, arthritis was induced by an intradermal injection of 100µl of 2mg/ml 

type II bovine collagen (Mdbioproducts) emulsified in complete Freund's adjuvant (CFA) at 

the base of the tail. At day 21, a booster intra-peritoneal injection of 100µl of 1mg/ml type II 

collagen in incomplete Freund's adjuvant was performed. From day 15, arthritic mice were 

randomized into two groups. In one group, the CCR-3 antagonist GW766994 dissolved in NaCl 

0.9% was administered daily at a concentration of 10mg/kg (group CIA + 10mg/kg/d 

GW766994). In the second group, animals received NaCl 0.9% only (group CIA controls). 

Treatment was administered by intra-peritoneal injection. An additional group of normal mice 

was used as a control (group Healthy).  

 

Clinical assessment of arthritis 

Mice were weighed daily and the severity of arthritis was evaluated three times per week on 

each paw with a score ranging from 0 to 4, for a maximal score of 16 by animal (0 = normal 

joint, 1 = moderate redness and slight swelling or swelling of one or two digits, 2 = moderate 

redness and moderate paw swelling or swelling more than three digits, 3 = redness and swelling 

from tarsal joints to metatarsal joints, 4 = severe redness and severe swelling of the entire paw). 

Severity of arthritis was quantified by measuring hindpaw swelling by plethysmography, three 

times a week. Mean volume of paws determined prior to disease induction (day 0) was used as 

the baseline. Data are expressed as the difference in ml between the mean hindpaw volumes 

measured on day of assessment and baseline.         



 

 

Histological assessment of joint inflammation, bone erosion and cartilage destruction. 

Mice were killed by cervical dislocation 39 days after arthritis induction. Hindpaws were 

dissected and fixed in 4% formalin (Labonord), then decalcified in 10% EDTA for 1 month 

before embedding in paraffin blocks. Five µm-thick tissue sections were cut and two stainings 

were performed: hematoxylin, eosin and saffron and safranin O - fast green. Histological 

examination was performed by two independent observers who were blind to the treatment 

group and the severity of arthritis was assessed as previously described. 

 

Immunohistochemistry analysis of arthritis ankle 

Ankle sections obtained as described in the previous sections were incubated in pH=6 citrate 

buffered solution (Dako) during 6 hours at 70°C. After washing in water and phosphate buffered 

saline (PBS), slides were incubated for 10 minutes in 3% hydrogen peroxide then for 20 minutes 

in horse serum (Impress kit, Vector/Vectastain) and then overnight at 4°C with CCR3 

monoclonal antibody diluted 1/1000 (Abcam). After washing in PBS, slides were covered for 

30 minutes with secondary antibodies conjugated to a micropolymer containing horseradish 

peroxidase (ImmPRESS kit; Vector) and then washed in PBS. Staining was developed with 

AEC permanent (Diagomics). Novocastra). All slides were counterstained for 10 seconds with 

Harris’ hematoxylin (RAL). Analysis of sections was performed by 2 pathologists who were 

blinded with regard to the treatment. 

 

Measurement of mediator expression by reverse transcription polymerase chain reaction 

(RT-PCR) 

At necropsy, forepaws of mice were preserved in trizol™ then were frozen at -80°C until use. 

Forepaws were grinded with homogenizer-disperser tool (Ultra-turrax, IKA) in 3ml of trizol. 

Samples were centrifuged at 12,000g for 10min at 4°C and 200μl of chloroform per milliliter 

of trizol™ were added to the supernatant. Samples were centrifuged at 12000g for 15min at 

4°C, 500μl of isopropanol per milliliter of trizol™ were added to the aqueous phase before 

incubation overnight at -20°C. RNAs were pelleted by centrifugation at 12000g for 10min and 

were washed twice with 70% ethanol. Finally, RNAs were taken up in water. 



 

 

Reverse transcription was performed with 2μg of RNA, 4μl of RT buffer, 2μl of dNTP at 5mM, 

2μl of DTT at 100mM, 1μl of hexa primers at 0,2μg/μl and 1μl of M-MLV at 200u/μl 

(Invitrogen). Samples were incubated at 37°C for 1h30 and at 95°C for 5min. 

For PCR, samples were diluted to one-tenth for S29, chosen as a housekeeping gene, and one-

fifth for genes of interest (iNOS, IL-1β, IL-17A), respectively. PCR was performed with 5μl of 

samples, 10μl of SYBR, 1μl of each primer at 10μM and 3μl of water. Sequences of primers 

are listed in S1 Table. 

 

Measurement of cytokines and anti-type 2 collagen antibodies levels in plasma 

At killing, blood of mice was sampled in heparinized tubes by intra-cardiac puncture. Samples 

were centrifuged at 3000 rpm for 10 minutes and plasma were stored at -80°C until analysis. 

Cytokines levels were determined using the Bioplex Pro™ Th17 relevant mouse cytokine group 

I 6-Plex beads assay (Biorad) according to manufacturer’s instructions. Lower limit of 

quantification (LLOQ) were 0.8 pg/ml for IL-6, 2 pg/ml for IFN, 2.7 pg/ml for IL-17A, 3 

pg/ml for IL-10, 5.8 pg/ml for TNF and 10.4 pg/ml for IL-1 respectively (manufacturer's 

data). Anti-type II collagen antibodies were analyzed using a commercially available mouse 

assay kit (Chondrex Inc.) according to manufacturer’s instructions. The standard curve ranged 

from 0.25 to 16 units/ml (manufacturer's data). Samples (5 per group) were diluted 

appropriately to generate a signal in the respective dose-response curves.    

  

FACS analysis of popliteal lymph node 

Popliteal LN were meshed on 40µm cell strainer in high-glucose DMEM. After washing et 

counting, 1.106 LN cells were incubated with Zombie Aqua Fixable Viability Kit (Biolgend) 

for 15 minutes. After washing in PBS 1% BSA (Euromedex), Fc receptors were blocked using 

anti CD16/32 (Biolegend) for 15 minutes before extracellular staining (CD45, CD4, CD3, 

CD19, CD127, CD25 accordingly to the panels described in Table S2) for additional 15 

minutes. After washing in PBS/BSA, cells were incubated overnight at 4°C in fixation buffer 

(ebiosciences), then wash twice in permeabilization buffer (ebiosciences). Cells were then 

incubated for 1h with either anti-RORγt or anti-FoxP3 (ebiosciences). After washing twice in 

perm buffer, cells were analyzed on Gallios cytometer (Beckman Coulter) using Kaluza 

software.  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5604972/#pone.0184624.s001


 

 

Statistical analysis 

Data are expressed as mean ± SEM of at least 5 values. Analysis was performed by ANOVA 

followed by Fischr PLSD post-hoc test for quantitative values or Kruskall-Wallis test for 

clinical and histological scores. P<0.05 was considered as significant and referred as * in the 

figures.  



 

 

Results and Discussion 

 

GW766994 is a potent and selective CCR3 antagonist 

In the present study, we investigated the effect of the CCR-3 antagonist, GW766994, on 

collagen-induced arthritis in mouse. Numerous small molecule CCR3 antagonists have been 

developed by pharmaceutical companies and several have entered clinical trials without 

successful launching. Possible explanations include some species-specificity in CCR3 

blockade, the ability of antagonists to affect additional pharmacological targets (other 

chemokines receptors, dopamine or serotonin receptors, ether-a-go-go related gene (hERG)), 

poor pharmacokinetics properties (limited oral bioavailability, inhibitory potency on CYP 

2D6), and insufficient efficacy in allergy trials [15]. GW766994 is an orally bioavailable [16] 

amino-methyl-morpholine derivative able to inhibit CCR3 in the nanomolar range with a good 

selectivity over alternate targets and no significant inhibition of P-450 cytochromes [17], which 

has led to its clinical development until phase III trial [14]. Previous PK/PD studies in a 

choroidal neovascularization age-related macular degeneration (CNV/AMD) rodent model 

showed that an intraperitoneal dose of 8mg/kg blocked more than 99% of CCR3 receptors after 

8 hours and 11% after 24 hours (Patent WO 2013079696 A1). As the oral bioavailability of 

GW766994 varies between species [15] we decided to deliver it intra-peritoneally. The dose of 

10mg/kg/d was chosen to obtain a consistent CCR3 blockade and accordingly to dose-response 

study (data not shown). Treatment was begun by day 15, and after the initial immunological 

spreading of the disease, to avoid any crosstalk effects with sensitization against native collagen 

type II.  

CCR3 blockade alleviates Collagen-induced Arthritis severity 

 Eotaxin and its cognate receptor CCR3 are modulators of the migration of eosinophils both 

physiologically to the gut and to points of allergen challenge in a pathological context. As a 

consequence, CCR3-/- mice have a reduced number of eosinophils in the intestine [18] and do 

not recruit eosinophils to the skin after repeated epicutaneous sensitization [19]. In the present 

work we showed that GW766994 reduced the number of eosinophils in the skin of arthritic 

mice (supplemental figure 1) supporting that CCR3 blockade was effective in our experimental 

conditions. The level of the pro-inflammatory cytokine IL-6, chosen as reproducible biomarker 

of arthritis severity [20] and systemic inflammation, was reduced by 68% on day 39 in the 

GW766994 group (246.6  96.7 in CIA controls group vs 77.3 ± 19.5 in CIA+GW766994 



 

 

group) (Figure 2). This demonstrates that administration of the CCR-3 antagonist reduced 

systemic inflammation, even if no significant differences were observed for the other cytokines 

of the panel tested (data not shown). Moreover, GW766994 significantly decreased antibody 

titer against mouse collagen type II (58432  16311 units/ml in CIA controls group vs 12746 ± 

4037 units/ml in CIA+GW766994 group) (Figure 2), which correlates with the development 

and severity of arthritis in this [21]. As the treatment was not given from day of sensitization, 

this result strongly supports an efficient anti-arthritic effect. 

 In our experimental conditions, GW766994 delayed the onset of arthritis (Figure 3) and 

decreased its severity. Thus, GW766994 significantly reduced arthritis score from 8.3 ± 1.6 on 

day 39 in animals receiving NaCl 0.9% to 3.7 ± 1.2 in animals treated with the molecule. 

Consistent with its anti-arthritic effect and the lack of toxicity of the dose regimen used, 

GW766994 tended to reduce the loss in body-weight gain of arthritic animals over study 

duration (Figure 4). Hindpaw edema also showed a 45% decrease by GW766994 treatment on 

day 39 (0.4  0.1 ml in CIA controls group vs 0.2 ± 0.1 ml in CIA+GW766994 group) (Figure 

5). Noteworthy, the anti-arthritic effect was even more pronounced from day 31 to 37 when 

arthritis incidence was similar between the GW766994-treated and -untreated groups.  

GW766994 reduces joint structural damages  

 Histological examination of the ankle joints confirmed that the CCR3 antagonist reduced 

significantly hyperplasia of the synovial lining (3.3  0.4 in CIA controls group vs 1.2 ± 0.4 in 

CIA+GW766994 group) and synovium infiltration by immune cells (3.2  0.4 in CIA controls 

group vs 1.3 ± 0.4 in CIA+GW766994 group) compared to vehicle-treated mice (Figure 6). 

Treatment with GW766994 also reduced cartilage degradation (2.2  0.4 in CIA controls group 

vs 0.3 ± 0.2 in CIA+GW766994 group), as illustrated by the rescue of proteoglycan loss (Figure 

6). Finally, GW-766994 decreased bone erosion at the bone-synovium junction (3.5  0.3 in 

CIA controls group vs 1.3 ± 0.4 in CIA+GW766994 group) (Figure 6). Taken together, these 

data clearly demonstrate that the CCR3 antagonist GW766994 has an anti-inflammatory and 

anti-arthritic effect in the collagen-induced arthritis model in mice. RT-PCR analyses 

confirmed that GW766994 reduced inflammatory mediators (iNOS, IL-1β et IL-17A) 

expression (Figure 7A) and extracellular matrix degrading enzymes MMP3, MMP13 et 

ADAMTS4 in arthritic forepaw (Figure 7B).  

 



 

 

CCR3 blockade reduces articular infiltration of immune cells 

 FACS analysis revealed that GW-766994 treatment limited Th17, ILC3 et Treg lymphocytes 

populations in popliteal lymph node (32.4x103  9.5x103 in CIA control vs  3.5x103  1.0x103 

Th17 in CIA + GW766994 group, 24.8x104  3.3x104 in CIA controls vs 6.7x104  1.2x104 

ILC3 in CIA + GW766994 , 73.5x103  7.0x103 in CIA controls vs 26.3x103  10.8x103 Treg in 

CIA + GW766994 group). Anti-CCR3 immunohistochemical staining of ankles demonstrated 

high infiltration of CCR3 positive cells in arthritic joints. As expected GW766994 reduced the 

infiltration of CCR3 positive cells (Figure 9) GW766994 reduced also CCR3 mRNA expression 

(32.0  11.7 in CIA controls vs 4.1 3.0 CIA + GW766994 group). Of interest, histological 

examination bytwo independent pathologist indicated that CCR3- infiltrated cells  were mainly 

neutrophils.  

Chemokine receptor as potential therapeutic targets in human RA  

 Chemokines are known to be key actors of cell migration during the arthritic process [22] 

[23] and several CCR antagonists have been tested in the clinics or experimental arthritis. Thus, 

the CCR1 antagonist CCX354-C, which targets migration of monocytes and macrophages to 

synovial tissue, exhibited evidence of clinical activity in RA patients [24]. The CCR9 

antagonist, CCX8037, reduced the severity of collagen-induced arthritis in mice and inhibited 

the migration of splenocytes from arthritic mice into the synovium of naive mice [25]. In 

contrast, the blockade of CCR2 or CCR5, which are also expressed on monocytes, was 

ineffective on chemotaxis induced either by CCL2/MCP-1 (CCR2 ligand), CCL5/RANTES 

(CCR1 and CCR5 ligand), or by a mix of 5 RA synovial fluids [26]. These data underline that 

the selective blockade of chemokines receptors is not necessarily sufficient to prevent cell 

migration into the joints and translate into an anti-arthritic effect. CCR3 is present on monocytes 

but also on others immune cells like eosinophils, basophils and mast cells [4], with eosinophils 

being the most expressing ones. As these immune cells contribute individually or collectively 

to joint inflammation and can degranulate in response to CCR3 activation [27], the blockade of 

CCR3 may be a relevant pharmacological option. We show here that a pharmacological CCR3 

antagonist decreased experimental synovitis with a reduced infiltration of the synovium by 

immune cells. Such anti-inflammatory effect into the joints resulted in a less severe degradation 

of joint tissues and a decreased systemic inflammation. Noteworthy, a similar effect was 

observed in another experimental arthritis model, the KBxN serum model (supplemental figure 



 

 

2), suggesting that the therapeutic potency of GW766994 deserves to be explored beyond 

asthma and allergic rhinitis, possibly in inflammatory joint diseases. 

Conclusion 

Taken together the present results demonstrate that CCR-3 has an important role in 

experimental arthritis development and designate CCR-3 as a potential therapeutic target for 

rheumatic diseases. 
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Figure 1 : Study design of collagen-induced arthritis and treatment. Mice are sensitized at day 

0 by intradermal injection of bovine type II collagen in complete Freund adjuvant. At day 21, 

a booster intraperitoneal injection of type II collagen was performed. From day 15, treated mice 

received 10mg/kg/day of CCR-3 antagonist daily to the necropsy and CIA control group 

received vehicle only (PBS). An additional group of normal mice was used as a control (group 

Healthy) 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

     

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 : Cytokine IL-6 (A) and anti-collagen 2 antibodies measurement in serum of arthritic 

and arthritic treated with GW766994 mice, 39 days after induction of arthritis (n = 5). Data are 

expressed as means  SEM. 
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Figure 3 : Incidence of arthritis in healthy, arthritic and arthritic treated with GW766994 mice 

(n = 9) after induction of arthritis. Arthritis was induced by intradermal injection of CII at D0 

and a boost was performed at D21 by intraperitoneal injection of CII. Administration of 

GW766994 starts at D15.  
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Figure 4 : Modulation of body weight gain in healthy, arthritic and arthritic treated with 

GW766994 mice (n = 9) after induction of arthritis. Arthritis was induced by intradermal 

injection of CII at D0 and a boost was performed at D21 by intraperitoneal injection of CII. 

Administration of GW766994 starts at D15. Data are expressed as means  SEM.  
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Figure 5 : Severity of arthritis in healthy, arthritic and arthritic treated with GW766994 mice 

(n = 9) was recorded by clinical arthritis score (A) and quantified by measuring of paw swelling 

(B). Arthritis was induced by intradermal injection of CII at D0 and a boost was performed at 

D21 by intraperitoneal injection of CII. Administration of GW766994 starts at D15. Data are 

expressed as means  SEM. 
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Figure 6 : Analysis of inflammation and cartilage degradation in ankles in arthritic and arthritic 

treated with GW766994 mice, 39 days after induction of arthritis (n = 3). (A) Representative 

photography of inflammation (a) and cartilage degradation (b-c) on joint sections and (B) 

histological scoring of inflammation severity (a) and cartilage degradation and bone erosion 

(b). Data are expressed as means  SEM. 

 



 

 

 

 

 

 

 

Figure 7 : Expression of inflammatory mediators (A) and  of extracellular matrix degrading 

enzymes (B) in forepaw of naive, arthritic and GW766994-treated arthritic mice, 39 days after 

arthritis induction (n=8). Data are expressed as means  SEM.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

Figure 8 : Analysis of lymphocytes populations in popliteal lymph node of naive, arthritic and 

GW766994-treated arthritic mice, 39 days after arthritis induction of healthy Th17 (A), ILC3 

(B) et Treg (C) (n=3). Data are expressed as means  SEM.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 9 : Expression of CCR3 in ankle of naive, arthritic and GW766994-treated arthritic mice 

measured by immunohistochemistry (A) and by RT-PCR (B), 39 days after arthritis induction 

(n=4). Data are expressed as means  SEM.   
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Supplementary data  

Materials and methods 

S1 table 

Gene Forward Reverse 

S29 GGA-GTC-ACC-CAC-GGA-AGT-T GCC-TAT-GTC-CTT-CGC-GTA-CT 

IL-1β TGT-GAA-ATG-CCA-CCT-TTT-GA GTG-CTC-ATG-TCC-TCA-TCC-TG 

iNOS CCT-TGG-TGA-AGG-GAC-TGA-GC CAA-CGT-TCT-CCG-TTC-TCT-TGC 

IL-17A GGA-CTC-TCC-ACC-GCA-ATG-AA TTT-CCC-TCC-GCA-TTG-ACA-CA 

CCR3 TGA-TGT-TTA-CTA-CCT-GAC-TGG-TG TGC-CAT-TCT-ACT-TGT-CTC-TGG-T 

 

S2 table 

Panel used for ILC3 detection  

CD45+CD19-CD3-CD127+RORγt+ 

Protein Fluorochrome Host Isotype Provider 

CD45 BV421 Rat IgGb, kappa BioLegend 

CD19 APC Rat IgG2a, kappa BioLegend 

CD127 PerCP-efluor710 Rat IgG2b eBioscience 

CD3 APCFire750 Rat IgG2b, kappa BioLegend 

RORγt PE Rat IgG2a eBioscience 

Panel used for Th17 detection 

CD45+CD19-CD3+CD4+RORγt+ 

CD45 BV421 Rat IgGb, kappa BioLegend 

CD19 APC Rat IgG2a, kappa BioLegend 

CD3 APCFire750 Rat IgG2b, kappa BioLegend 

CD4 FITC Rat IgG2a, kappa BioLegend 

RORγt PE Rat IgG2a eBioscience 

Panel used for Treg detection 
CD45+CD3+CD4+CD25+FoxP3+

 

CD45 BV421 Rat IgGb, kappa BioLegend 

CD3 APCFire750 Rat IgG2b, kappa BioLegend 

CD4 FITC Rat IgG2a, kappa BioLegend 

CD25 APC Rat IgG1, lambda BioLegend 

FoxP3 PE Mouse IgG1, kappa BioLegend 

 



 

 

K/BxN arthritis model 

Arthritis was induced by injection of serum derived from K/BxN mice. 11-weeks old Balb/c 

mice were injected intraperitoneally with 120µl of serum at day 0. At day 2, mice received a 

second injection carried out with the same procedure. Mice were divided into 2 groups of 6 

animals. One group received antagonist of CCR-3 daily from J0 at a concentration of 10mg/kg/d 

(Arthritis + 10mg/kg/d GW766994 group). NaCl 0.9% was administered to the second group 

(Arthritis controls group). Treatment was administered by intraperitoneal injection.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Supplementary results 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure S1 : Analysis of leukocyte populations in the skin of CIA arthritic mice treated or not 

with GW766994, 39 days after induction of arthritis (n = 6). Skin sections were stained using 

hematoxylin, eosin and analyzed by a pathologist blind for treatment. Data are expressed as 

means  SEM. 
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Figure S2 : Incidence of arthritis in arthritic and arthritic treated with GW766994 mice (n = 6). 

Arthritis was induced by intraperitoneal injection of serum derived from K/BxN mice at D0 and 

D2. Administration of GW766994 starts at D0. Incidence of arthritis (A). Modulation of body 

weight gain (B). Severity of arthritis recorded by clinical arthritis score (C) and quantified by 

measuring of paw swelling (D). Data are expressed as means  SEM. 
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Annexe n°2 

Contribution à des publications 

en parallèle du travail de thèse 
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Publication  

Association between rheumatoid arthritis and 

systemic mastocytosis: a case report and literature 

review. 
 

 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27507661
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27507661
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27507661
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Publication  

TREM-1 Inhibition Restores Impaired Autophagy 

Activity and Reduces Colitis in Mice. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28961797
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28961797
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Lettre à l’éditeur 

Zinc-Alpha-2-Glycoprotein in Inflammatory Bowel 

Disease. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29688476
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29688476


332 

 

 



 

Résumé 

De nombreuses cellules immunitaires appartenant à l’immunité de type 3 (en particulier Th17 et ILC3) 

sont localisées dans la lamina propria de l’intestin. Les micro-organismes du microbiote stimulent 

constamment le système immunitaire afin de le maintenir en veille face à de potentiels agents infectieux, 

tout en ayant une tolérance pour les micro-organismes commensaux (Rôle de « pare-feu »). Plusieurs 

études récentes ont démontré des anomalies du microbiote intestinal (ou dysbiose) dans les rhumatismes 

inflammatoires chroniques. Ceci suggère une dérégulation de l’immunité mucosale digestive dans la 

survenue de l’inflammation articulaire. En effet, certaines cellules de l’immunité mucosale après 

activation au contact du microbiote, pourraient migrer vers les sites articulaires, impliquant notamment 

des récepteurs aux chimiokines. Le facteur de transcription RORγt dont l’expression est indispensable 

à la différenciation des cellules de l’immunité de type 3, peut être régulé négativement par le récepteur 

nucléaire PPARγ.  

A l’aide de modèle murins, nous avons étudié la conséquence de l’invalidation de PPARγ et de 

l’inhibition du récepteur aux chimiokines CCR3 sur les relations entre sphère digestive et articulaire. 

Dans un premier temps, nous avons montré que l’induction d’une colite expérimentale au cours du 

développement d’une arthrite induite au collagène modifie le microbiote intestinal, retarde l’apparition 

et diminue la sévérité des lésions articulaires. Nous avons ensuite démontré que les souris déficientes 

pour le récepteur PPARγ développent spontanément une inflammation articulaire associées à des 

anomalies dans la répartition des cellules immunitaires de type 3 de la muqueuse intestinale. Ces souris 

sont dysbiotiques avec une flore enrichie notamment en entérobactéries anaérobies facultatives, mais 

non-arthritogène après transfert fécal. Enfin, nous démontrons que l’inhibition du récepteur CCR3 au 

cours du développement d’une arthrite au collagène retarde et diminue la sévérité de la pathologie et 

altère la répartition des populations leucocytaires au sein des articulations et de la muqueuse intestinale. 

Mots clé : Arthrite, Immunité, microbiote, PPARγ, CCR3 

Abstract 

Numerous type 3 immune cells (Th17 and ILC3) are physiologically located in lamina propria of the 

intestine. Microbial agents within the gut shape the immune system to make it efficient against threats 

but peaceful with commensals. Recent studies demonstrated changes in gut microbiota composition 

(dysbiosis) in chronic inflammatory rheumatism. These results suggest a role for mucosal immunity 

alteration in articular inflammation occurrence. Indeed, some type 3 immune cells once activated by 

microbiota, are thought to migrate to joints, involving notably chemokines receptors. Transcription 

factor RORγt, the master regulator of type 3 immune cells, could be negatively regulated by nuclear 

receptor PPARγ. 

Using experimental murine models, we studied the consequence of PPARγ deficiency and consequence 

of the chemokine receptor CCR3 inhibition on the joint-gut axis. 

Firstly, we demonstrated that experimental colitis induces microbiota changes, delays and reduces 

collagen-induced arthritis severity. Secondly, we showed that PPARγ deficient mice display 

spontaneous joint inflammation associated with abnormal type 3 distribution within the gut. Dysbiosis 

with enrichment in facultative anaerobic Enterobacteriaceae was found in these mice. Fecal microbiota 

transfer demonstrated this microbiota is non-arthritogenic. Finally, we demonstrated that CCR3 

inhibition has profound anti-arthritic potencies associated with changes in leukocytes distribution within 

the joint-gut axis. 

Keywords: Arthritis, Immunity, Microbiota, PPARγ, CCR3
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