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Résumé 

Etude des interactions du microbiote intestinal avec le récepteur de l’immunité 

innée NOD2 dans la maladie de Crohn et le cancer colorectal  

 

Pathologie multifactorielle, la maladie de Crohn pourrait être la conséquence de 

facteurs environnementaux, génétiques et impliquerait également une dérégulation 

de la réponse immunitaire vis-à-vis du microbiote intestinal. En effet, des variations 

qualitatives et quantitatives du microbiote intestinal ont pu être mises en évidence 

chez les patients atteints de cette pathologie. Dysbiose également observée dans le 

cancer colorectal dont le risque de développement est doublé chez les patients 

atteints de maladie de Crohn. 

Dans cette étude, nous nous sommes intéressés au rôle du récepteur de l’immunité 

innée NOD2, dont les polymorphismes génétiques prédisposent à la maladie de 

Crohn ainsi qu’à l’influence du microbiote intestinal dans l’établissement de colites et 

du cancer colorectal. 

Un modèle murin de colite chimique et de cancer associé à la colite (CAC) a permis 

de mettre en évidence une aggravation des signes cliniques de ces pathologies chez 

les animaux Nod2-/- et Rip2-/- en comparaison aux animaux sauvages suggérant un 

rôle protecteur de NOD2 et de son adaptateur protéique RIP2 dans la colite et à plus 

long terme dans la tumorigenèse. 

En vue de déterminer l’origine de ce sur-risque observé chez les animaux Nod2 ou 

Rip2-déficients nous avons tout d’abord vérifié le caractère transmissible de la colite. 

Des expériences de co-hébergement et d’adoption ont montré une transmission de la 

susceptibilité associée aux animaux déficients à des animaux sauvages de manière 

horizontale (par les congénères) et verticale (par la mère). Une analyse systématique 

du microbiote dans le modèle de CAC a mis en évidence une réduction de la 

diversité microbienne ainsi qu’une dysbiose chez les animaux Nod2-/- suggérant une 

implication de la flore dans l’établissement du sur-risque observé chez les animaux 

déficients. L’administration d’une antibiothérapie à large spectre a conforté cette 

hypothèse en réduisant la susceptibilité des animaux Nod2-/-. Une analyse 

transcriptionnelle a été réalisée afin d’établir les mécanismes moléculaires associés 

à la colite en réponse au microbiote et a permis de mettre en cause l’IL-6 ainsi que 

ses gènes cibles déjà décrits pour leur caractère pro-tumoral. Implication confirmée 
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par inhibition de la voie IL-6 à l’aide d’un anticorps bloquant son récepteur capable 

de réduire la tumorigenèse. Enfin, la génération de souris axéniques Nod2-/- et leur 

recolonisation par une flore issue de souris sauvages a montré la possibilité 

d’inverser le sur-risque observé chez les Nod2-/-. 

Pour conclure, dans un contexte déficient pour Nod2, une réponse inflammatoire à 

l’encontre du microbiote intestinal dépendante de l’IL-6 favoriserait la mise en place 

d’une flore délétère qui prédisposerait à la colite et au CAC. Le caractère 

transmissible de cette flore représente un outil pour l’étude des interactions avec le 

système immunitaire inné et adaptatif. Enfin, la mise en évidence de la ou des 

bactéries colitogènes ainsi que des mécanismes inflammatoires impliqués, permettra 

la mise au point de thérapies ciblées en vue de réduire la tumorigenèse associée à 

une inflammation persistante chez les patients atteints de la maladie de Crohn. 

 

Mots clés : Maladie de Crohn, Cancer colorectal, NOD2, microbiote intestinal, 

dysbiose. 
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Abstract 

Interactions between intestinal microbiota and the innate immunity receptor 

NOD2 in Crohn’s disease and colorectal cancer  

 

Crohn's disease is a multifactorial disease that could result from environmental or 

genetic factors and could also involve a deregulation of the immune response against 

the intestinal microbiota. Indeed, qualitative and quantitative variations of the gut 

microbiota can be detected in Crohn’s patients or colorectal cancer patients. 

Moreover, the risk of colorectal cancer development is doubled in patients with 

Crohn's disease. 

In this study, we focus on the role of the innate immunity receptor NOD2, whose 

polymorphisms predispose to Crohn's disease, and the influence of gut microbiota in 

the development of colitis and colorectal cancer. 

A colitis model and colitis associated cancer (CAC) model in mice highlighted an 

increased susceptibility of Nod2-/- and Rip2-/- animals compared to WT animals 

suggesting that NOD2 and its adaptor protein RIP2 can protect from colitis and 

tumorigenesis. 

To determine the origin of this increased risk observed in Nod2 or RIP2-deficient 

animals we first checked the transmissibility of colitis. Co-housing and cross-fostering 

experiments showed a transmission of susceptibility associated with Nod2-/ and 

Rip2-/- mice in WT animals horizontally (by congeners) and vertically (by the mother). 

A systematic analysis of the microbiota in the CAC model showed a reduction of 

microbial diversity and a dysbiosis in Nod2-/- animals suggesting an involvement of 

the flora in increasing the risk observed in deficient animals. Administration of a 

broad-spectrum antibiotherapy has confirmed this hypothesis by reducing the 

susceptibility of Nod2-/- animals. A transcriptional analysis was performed to 

determine the molecular mechanisms associated with colitis in response to 

microbiota and highlighted IL-6 and its target genes, already described for their pro-

tumoral effects. Involvement of IL-6 was confirmed by using an antibody blocking IL-6 

receptor that can reduce tumorigenesis. Finally, the generation of germ free Nod2-

deficient mice and recolonization by WT mice microbiota showed the ability to 

reverse the increased risk observed in Nod2-/- mice. 
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To conclude, in a Nod2-deficient context, an IL-6-dependent inflammatory response 

directed against intestinal microbiota, promotes the establishment of pro-colitogenic 

microbiota and would predispose to colitis and CAC. The transmissibility of this flora 

may be itself a tool to study interactions between innate and adaptive immune 

systems. Finally, the identification of colitogenic bacteria and inflammatory 

mechanisms involved, will allow the development of therapies in order to reduce 

tumorigenesis associated with persistent inflammation in patients with Crohn’s 

disease. 

 

Key words : Crohn’s disease, Colorectal cancer, Nod2, gut microbiota, Dysbiosis. 
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Introduction générale 

 
 
La muqueuse intestinale est caractérisée par sa capacité à tolérer les 

microorganismes commensaux tout en limitant l'intrusion d’agents infectieux. Cet 

équilibre complexe fait intervenir des mécanismes encore largement mesconnus. Le 

dialogue entre le microbiote intestinal et le système immunitaire inné est récemment 

apparu comme participant à ces propriétés de surveillance et à la pathogénèse des 

maladies inflammatoires chroniques de l’intestin (MICI) dont la maladie de Crohn 

(MC).  

Avec une prévalence estimée à plus de un sujet pour 1000 dans la population 

occidentale, la MC représente un problème majeur de santé publique, et tout 

particulièrement dans la région Nord Pas de Calais. Des facteurs génétiques et 

environnementaux interviennent dans la physiopathologie de la MC qui touche plus 

particulièrement les jeunes adultes et pour laquelle seuls des traitements palliatifs 

sont disponibles. Si aucun agent infectieux responsable de cette pathologie 

invalidante n’a été identifié à ce jour, une altération des fonctions de la barrière 

intestinale est fréquemment observée chez ces patients. Près de la moitié sont 

porteurs d’au moins une mutation perte de fonction de NOD2 avec un défaut 

d’expression de certains peptides antimicrobiens [2, 3].  

 

NOD2 est un récepteur cytosolique du muramyl dipeptide bactérien (MDP) connu 

pour ses propriétés adjuvantes [4]. La reconnaissance du MDP par NOD2 permet le 

recrutement intracellulaire et l’activation de kinases, comme la sérine-thréonine 

kinase RIP2 et le complexe IKK. Il est à noter que l’absence d'IKK au niveau des 

entérocytes est associée à un développement spontané de lésions inflammatoires 

coliques et à une défaillance de la barrière intestinale [5]. Chez la souris, l’absence 

de NOD2 entraîne une susceptibilité accrue de la muqueuse intestinale à l’infection 

par certains entéropathogènes et un déficit d’expression iléale de certains peptides 

antimicrobiens, tels que les -défensines [4]. Ces données suggèrent que NOD2 

joue un rôle important dans l’homéostasie intestinale et que l’altération de la 

reconnaissance par ce récepteur de fragments du peptidoglycane de certaines 

bactéries prédisposerait au développement de la MC.  
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Le tube digestif est en contact permanent avec des micro-organismes infectieux ou 

non, ce qui conditionne son intégrité et sa physiologie. Il représente un système 

essentiel de tolérance vis-à-vis des antigènes de la lumière intestinale et de défense 

contre l’entrée et la dissémination d’agents infectieux. Hautement conservés, les 

acteurs de l’immunité innée coordonnent l’homéostasie intestinale en limitant 

l’intrusion de pathogènes tout en tolérant la flore digestive et en réparant les lésions 

de la muqueuse intestinale. Le développement des lésions intestinales 

inflammatoires est également associé à des perturbations quantitatives et 

qualitatives du microbiote, communément appelées dysbioses. Le phylum des 

firmicutes, tout particulièrement l’espèce Faecalibacterium prausnitzii, est en effet, 

sous-représenté chez les patients atteints de MICI [6]. Ces observations suggèrent 

que certains composants de la flore digestive participeraient dans le développement 

de lésions inflammatoires chroniques chez des individus génétiquement prédisposés.  

Cependant, le rôle physiopathologique de NOD2 reste spéculatif. Il est à noter que la 

sévérité des lésions inflammatoires dans certains modèles expérimentaux de colites 

chez l’animal est modulée par l’inhibition de la signalisation des TLRs, soulignant le 

rôle clé du dialogue entre l’immunité innée et la flore digestive dans l’homéostasie 

intestinale [7, 8]. Le rôle physiopathologique de NOD2 dans la rupture de tolérance 

vis-à-vis de certains micro-organismes commensaux peut par conséquent être 

suspecté comme intervenant. Décrypter le dialogue complexe entre NOD2 et la flore 

digestive représente ainsi une approche pour mieux comprendre comment NOD2 

contrôle la réponse immunologique de la muqueuse saine et lésée vis-à-vis du 

microbiote et comment restaurer la fonction altérée de NOD2 par le développement 

de nouvelles immunothérapies ciblant la réponse immunitaire innée intestinale et/ou 

la flore commensale.  

 

Dans ce contexte, certains micro-organismes commensaux pourraient être suspectés 

comme pouvant intervenir dans le développement de la MC en réponse à une 

expression de Nod2 défaillante. Plusieurs questions restent néanmoins en suspend. 

Quel est le rôle de NOD2 sur le microbiote intestinal et quels mécanismes 

moléculaires associés à NOD2 pourraient contrôler la progression des lésions 

intestinales chroniques ? 
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Pour répondre à ces questions, la physiologie de NOD2 a été étudiée en partant de 

l'organisme dans sa globalité jusqu’au niveau moléculaire en vue de définir le rôle de 

NOD2 dans la régulation de la flore commensale intestinale et la progression des 

lésions intestinales chroniques. 

 

Des données révèlent que l’activation de NOD2, suite à son exposition au MDP, est 

capable de réduire la sévérité des lésions inflammatoires intestinales dans deux 

modèles de colite expérimentale [9]. Dans un premier temps, la sévérité des lésions 

intestinales induites par exposition aigüe et chronique à un agent chimique a été 

évaluée chez les souris Nod2-déficientes en comparaison à des souris WT. Les 

signes cliniques de la maladie (perte de poids, diarrhée et saignement) et la 

morbidité associée ont été suivis prospectivement chez les animaux déficients ou 

non pour Nod2. Des mesures histologiques ont également été réalisées (infiltration 

de cellules inflammatoires et dommages de l’épithélium), ainsi que des analyses 

transcriptionnelles de l’expression des gènes caractéristiques de l’inflammation au 

niveau du tissu colonique à des temps précoces et tardifs du développement des 

lésions inflammatoires. 

 

Afin de déterminer la contribution de la flore intestinale de souris Nod2-/- dans un 

contexte WT, des transferts de flore ont été mis en place au laboratoire grâce à 2 

méthodes précédemment publiées qui sont les transferts par cohébergement et par 

adoption [10]. Le développement de colite a été suvi chez ces animaux afin de 

déterminer si le transfert de flore Nod2-/- ou Rip2-/- était capable d’induire une 

susceptibilité accrue des animaux WT. De plus une analyse transcriptionnelle après 

transfert de flore en absence de lésion chimique a été réalisée afin d’identifier les 

gènes spécifiquement régulés par la flore issue de souris Nod2-/-. 

 

En l’absence de pathogène spécifique, aucune inflammation spontanée n’a pu être 

observée chez les souris déficientes pour Nod2. Ces observations suggèrent une 

reconnaissance par NOD2 d'un sous-ensemble spécifique de micro-organismes de 

la flore commensale. La muqueuse intestinale est en étroite relation avec la flore 

intestinale, dont la composition peut varier d’un individu à l’autre, en fonction de son 

âge et de son environnement. Une analyse par pyroséquençage du microbiote 

provenant de souris wild type (WT) ou Nod2-/- a par conséquent été envisagée afin 
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d’étudier quels pourraient être les micro-organismes favorisant l’apparition de 

l’inflammation intestinale sans apriori. 

 

Une manipulation sélective de la flore intestinale a été réalisée avec des 

antibiotiques à spectre varié, afin d’évaluer le rôle spécifique de certaines 

populations bactériennes et la contre-indication éventuelle de la prescription de 

certains antibiotiques chez des patients déficients pour NOD2. Une antibiothérapie à 

large spectre étant capable de réduire la susceptibilité des animaux WT et déficients 

pour Nod2 à la colite, une analyse pangénomique d’expression de gènes de l’intestin 

a été réalisée en vue de déterminer quels mécanismes moléculaires pouvaient être 

modifiés en présence ou non de micro-organismes délétères. Cette analyse a permis 

de mettre en lumière l’implication de l’IL-6, cytokine inflammatoire, ce qui a pu être 

confirmé par l’inhibition de sa voie de signalition par un anticorps bloquant. 

 

Afin d’analyser la contribution de NOD2 dans la réponse de l’hôte à une flore 

intestinale issue d’animaux WT, des souris Nod2-/- axéniques ont été développées en 

partenariat avec le CDTA d’Orléans. Le développement de colites a également été 

suivi chez ces animaux axéniques recolonisés, afin d’évaluer le potentiel rôle  

compensateur de voies de signalisation de l’immunité innée induites par le microbiote 

et indépendantes de NOD2.  

 

La seconde partie du projet vise à définir les mécanismes moléculaires au niveau 

des cellules résidant dans la muqueuse intestinale, par lesquels NOD2 participe à la 

fonction de tolérance et de barrière. 

L’évaluation de son rôle intrinsèque au niveau des cellules épithéliales intestinales et 

des leucocytes de la muqueuse digestive pourra être effectué à l’aide d’un modèle 

d’étude in vivo approprié en rendant les souris invalidées pour Nod2 alymphoïdes, 

afin de nous affranchir d’un effet des cellules de l’immunité adaptative. Pour cela des 

souris invalidées pour Rip2 et Rag2C ont été croisées entre elles, afin d’identifier 

une population lymphocytaire capable de prévenir le développement de colite en 

absence de la voie de signalisation de NOD2. 

 

La régulation de la réponse immunitaire innée reste peu connue au niveau de la 

muqueuse intestinale limitant le développement de nouvelles immunothérapies pour 
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les MICI. Ce projet intègre plusieurs facettes de l'immunité innée depuis 

l'homéostasie intestinale aux interactions entre le microbiote et les facteurs de l’hôte.  

Par conséquent, ce projet vise à améliorer notre compréhension des interactions 

entre l’intestin et sa propre flore commensale. Cette approche globale cherche ainsi 

à révéler de nouveaux liens entre l’exposition microbienne, l’homéostasie des tissus 

et l’apparition des lésions inflammatoires chroniques dans la maladie de Crohn et le 

cancer colorectal. Enfin, cela pourrait permettre le développement de nouvelles 

stratégies préventives et/ou curatives en manipulant les fonctions de NOD2 et de 

RIP2 in vivo.  
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Chapitre 1 : Le tube digestif 

1. Structure du tube digestif 

Chez l’Homme,  le tube digestif est principalement impliqué dans la dégradation des 

aliments permettant leur absorption dans l’organisme. Mais du fait de sa continuité 

avec le milieu extérieur, le système gastro-intestinal est une entrée possible pour les 

micro-organismes. Ce système possède donc des dispositifs de défense regroupés 

sous le nom de tissus lymphoïde associé au tube digestif (pour « Gut-associated 

lymphoid Tissues » ou GALT). 

L’appareil gastro-intestinal est constitué d’un tissu musculaire bordé d’une membrane 

muqueuse présentant des variabilités structurales en fonction de la zone du tube 

digestif de la bouche à l’anus. Ici nous nous intéresserons uniquement à la partie 

inférieure du tractus gastro-intestinal constitué de l’intestin grêle et du côlon (Figure 

1). L’intestin grêle est constitué de trois parties. Le duodénum retrouvé à la sortie de 

l’estomac correspond à la partie initiale, le jéjunum est le segment moyen et l’iléon 

est la portion terminale de l’intestin grêle. De même le gros intestin est constitué 

d’une partie initiale appelée caecum, du côlon et d’une portion terminale, le rectum. 

Le tube digestif possède quatre couches fonctionnelles. L’adventice ou séreuse, la 

couche la plus externe, est constituée d’un tissu conjonctif jouant un rôle de soutien. 

La musculeuse, paroi musculaire constituée de cellules musculaires, participe aux 

contractions péristaltiques impliquées dans la progression des aliments lors de la 

digestion. La sous-muqueuse, couche de tissu de collagène permettant le soutien de 

la couche en contact avec la lumière intestinale, la muqueuse. Cette dernière se 

compose d’un épithélium unistratifié et d’un tissu conjonctif, la lamina propria [11]. 

L’intestin grêle étant le site principal d’absorption des produits de digestion, possède 

une structure lui permettant d’accroître sa surface d’absorption. La muqueuse 

présente des structures qui se projettent dans la lumière intestinale, les villosités 

ainsi que des invaginations, les cryptes intestinales ou glandes de Lieberkühn. Le 

gros intestin ayant un rôle dans la récupération d’eau et de sels à partir des résidus 

intestinaux possède une structure  sous forme de glandes tubulaires droites serrées 

les unes contre les autres.  
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2. Composition cellulaire de l’épithélium intestinal 

L’épithélium intestinal est composé de cellules provenant de la différenciation de 

cellules souches communes. Dans l’intestin grêle, les cellules souches intestinales 

sont situées dans les glandes de Lieberkühn alors que dans le côlon elles sont 

localisées à la base des cryptes. La différenciation de ces cellules souches est faite 

au cours de leur migration de la crypte au sommet de la villosité, pour former les 

différents types cellulaires composant l’épithélium intestinal (Figure 1). 

Les cellules ainsi formées sont divisées en deux groupes en fonction de leur capacité 

d’absorption ou de sécrétion.  

Les cellules les plus abondantes dans l’intestin sont les entérocytes, encore 

appelées colonocytes dans le gros intestin. Leur fonction est d’absorber les 

nutriments provenant de la dégradation des aliments sur leur face apicale et de les 

exporter du coté basal.  Leur surface apicale est constituée de microvillosités, 

augmentant ainsi d’autant plus la surface d’échange. La production d’enzymes 

comme les hydrolases par ces cellules participent à leur capacité de digestion et 

elles forment une barrière entre le contenu intestinal et le corps grâce à la présence 

de jonctions serrées les reliant entre elles. 

Les cellules sécrétrices regroupent plusieurs types cellulaires. Les cellules 

caliciformes représentent 4% de l’épithélium de l’intestin grêle et peuvent représenter 

plus de 16% de l’épithélium du côlon [12]. Elles interviennent dans la production et la 

sécrétion du mucus, couche protectrice à la surface de l’épithélium muqueux, 

constitué de glycoprotéines. Les cellules endocrines sont impliquées dans la 

production et sécrétion d’hormones et représentent quant à elles 1% des cellules 

intestinales. Les cellules de Paneth, spécifiques de l’intestin grêle, produisent et 

sécrètent des peptides antimicrobiens et des protéines spécifiques comme le 

lysozyme, impliqué dans la protection contre les micro-organismes pathogènes [13]. 

Contrairement aux autres cellules composant l’épithélium intestinal, elles complètent 

leur différenciation à la base des cryptes. Les cellules M (Microfold), un autre type 

cellulaire minoritaire retrouvé dans les follicules lymphoïdes, participent à la réponse 

immune en reconnaissant et en transportant les antigènes et les micro-organismes 

intestinaux [14]. 
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3. Le système lymphoïde associé à l’intestin 

L’intestin présente des tissus lymphoïdes mieux connus sous le nom de GALT ou 

MALT (Mucosa-associated lymphoid tissues). Ces tissus sont souvent divisés en 

deux catégories suivant si ils sont organisés, comme les plaques de Peyer (PP), les 

ganglions mésentériques (MLN ou Mesenteric Lymph Nodes), ou plus diffus comme 

c’est le cas des follicules lymphoïdes isolés (ILF), des cryptopatches, des 

lymphocytes intra-épithéliaux (IEL) ou des cellules mononuclées de la lamina propria 

(LPMC) [15].  

 
Figure 2 : Représentation schématique des GALT [16]. 

Les tissus organisés des plaques de Peyer, des ganglions mésentériques, des ILF et des 
cryptopatches sont impliqués dans l’initiation de la réponse immune alors que les sites effecteurs sont 
dispersés le long de l’épithélium et de la lamina propria de l’intestin. Les IEL détectent les dommages 
épithéliaux et les antigènes bactériens. Les LPMC produisent des IgA en réponse aux antigènes 
bactériens captés par les cellules dendritiques et dirigés aux ganglions par l’intermédiaire du système 
lymphatique. 
 
Les GALT représentent un moyen de détection et de protection de l’hôte à l’encontre 

des agents exogènes tels que les bactéries et les antigènes alimentaires. Ces tissus 

sont des sites où les cellules B peuvent proliférer, être activées et se différentier afin 
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de produire des immunoglobulines A (IgA), procurant une protection en réponse aux 

antigènes du non-soi. (Figure 2) 

3.1. Les plaques de Peyer 
 
Les plaques de Peyer sont retrouvées dans la membrane muqueuse de l’intestin 

grêle. Ce sont des organes lymphoïdes bien délimités composés de nombreux 

follicules lymphoïdes. Ces follicules comprennent un centre germinatif, composé 

principalement de lymphocytes B, entouré par des lymphocytes T, et des cellules 

présentatrices d’antigènes comme les cellules dendritiques et les macrophages. Un 

dôme de cellules épithéliales, entre lesquelles sont enchâssées des cellules M, 

délimite le follicule. Les cellules M facilitent l’échantillonnage des antigènes 

intestinaux et constituent une porte d’entrée pour les micro-organismes qui seront 

pris en charge par les cellules présentatrices d’antigènes. Après stimulation 

antigénique, les lymphocytes B se différencieront en plasmocytes producteurs 

d’immunoglobulines [17]. 

3.2. Les ganglions mésentériques 
 
Les ganglions mésentériques sont des structures lymphoïdes organisées, groupées 

aux jonctions des vaisseaux lymphatiques et contenant des lymphocytes, des 

macrophages et des cellules dendritiques. Les antigènes intestinaux sont apportés 

par la lymphe de l’épithélium et la lamina propria vers les ganglions mésentériques. 

La couche la plus externe de cet organe, le cortex, est essentiellement composée de 

lymphocytes B disposés en follicules lymphoïdes. Sous le cortex, se trouve le para-

cortex, principalement peuplé de lymphocytes T et de cellules dendritiques. 

Lorsqu’un antigène est amené par la lymphe dans les ganglions, il est capté par les 

cellules dendritiques et présenté aux cellules T pour induire leur différenciation. 

3.3. Les autres GALT 
 
Les ILF et les cryptopatches sont des groupes de cellules lymphoïdes peu organisés 

de la lamina propria. Contrairement aux MLN et aux PP, ces structures ne se 

développent qu’après la naissance, lorsque l’intestin est colonisé par les bactéries. 

Les ILF jouent un rôle similaire à celui des plaques de Peyer mais ne contiennent 

qu’un seul follicule de cellules B ainsi qu’un faible nombre de cellules T et de cellules 
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dendritiques (DC). Les cryptopatches sont des petits regroupements de DC et de 

précurseurs de cellules T entre les cryptes intestinales. Elles se développeraient en 

ILF lorsqu’elles seraient exposées à des bactéries ou à des stimuli pro-

inflammatoires. [16] 

Les IEL et les LPMC sont des cellules lymphoïdes dispersées dans différentes 

régions du tractus gastro-intestinal. Les IEL sont enchâssés entre les cellules 

épithéliales alors que les LPMC sont retrouvés au niveau de la lamina propria. Ces 

deux populations cellulaires sont principalement composées de lymphocytes T 

impliqués dans le maintien de l’homéostasie intestinale.  
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Chapitre 2 : L’immunité innée 

1. Généralités sur l’immunité 

Dès la naissance, nous sommes exposés à une multitude de micro-organismes et 

d’éléments exogènes. Sans protection efficace, notre organisme serait sujet à 

diverses pathologies en réponse à ces micro-organismes et substances étrangères. 

Ainsi, il existe un système complexe de mesures permettant une protection, appelé 

système immunitaire. 

L’immunité se décompose en deux parties, l’immunité innée et l’immunité adaptative, 

agissant ensemble pour  prendre en charge et éliminer les agents indésirables. 

L’immunité innée est un ensemble de mesures non spécifiques, mise en place très 

rapidement à l’encontre des agents exogènes alors que l’immunité acquise est mise 

en place dans les 5 à 6 jours après l’intrusion du micro-organisme avec un haut 

degré de spécificité. 

Ces deux subdivisions de l’immunité font intervenir une composante cellulaire et 

humorale. 

En général, après détection d’un micro-organisme, son élimination non spécifique 

sera assurée par une réponse cellulaire faisant intervenir des cellules phagocytaires 

comme les cellules dendritiques et les macrophages. En cas d’échappement du 

micro-organisme aux mécanismes naturels alors l’immunité acquise va se 

déclencher en réponse à des signaux moléculaires (cytokines et chimiokines). 

L’immunité innée et l’immunité acquise n’agissent pas de façon indépendante. En 

effet, elles coopèrent en vue de produire une réponse plus efficace. 

2. Barrières de l’immunité innée 

Les barrières physiques et anatomiques représentent la première ligne de défense 

non spécifique du corps humain. De part leurs structures, la peau et les muqueuses  

constituent une barrière empêchant l’entrée d’agents exogènes dans l’organisme. 

Dans le cas où cette barrière serait rompue, par exemple dans le cas d’une lésion, 

elle constituerait un point d’entrée possible pour l’intrusion d’agents infectieux. La 

surface de la peau et les muqueuses peuvent produire des sécrétions muqueuses 

comme les larmes, la salive et le mucus, participant elles aussi au maintien de la 
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barrière. Ces sécrétions agissent de façon mécanique, et chimique, par la production 

de substances antibactériennes. 

Dans l’intestin, la muqueuse est recouverte de cils à la surface des cellules 

épithéliales, permettant de rejeter les pathogènes dans le mucus. Il existe également 

une barrière microbienne. En effet, les muqueuses sont colonisées par des bactéries 

(flore commensale ou microbiote) entrant en compétition avec les pathogènes afin 

d’empêcher leur liaison aux cellules épithéliales et l’invasion dans la muqueuse. 

De plus, les conditions de pH ou encore de température représentent aussi des 

barrières physiologiques contre les micro-organismes. Le pH acide du sébum à la 

surface de la peau et le pH gastrique faible limitent l’implantation bactérienne. 

3. La réaction inflammatoire 

La réaction inflammatoire est un des modes de réponse les plus fréquents de 

l'organisme face à une agression. Elle peut être provoquée par des causes 

infectieuses (bactérienne, virale, parasitaire), immunologiques, tumorales, physiques 

(intervention chirurgicale, brûlure) ou encore chimiques (microcristaux). 

Un dommage tissulaire permettant l’entrée dans l’organisme d’un agent exogène 

induit une réponse inflammatoire caractérisée par 4 paramètres : Douleur, chaleur, 

tumeur et rougeur. Ces paramètres reflètent les événements principaux de la 

réponse inflammatoire qui sont la vasodilatation, l’augmentation de la perméabilité 

capillaire permettant l’influx sanguin ainsi que la margination et la diapédèse des 

leucocytes à travers la paroi endothéliale des vaisseaux sanguins, qui migreront au 

niveau du site de l’inflammation. Cette réponse inflammatoire implique également 

des cellules immunitaires capables de phagocytose, comme les cellules dendritiques 

et les macrophages, constituant une barrière phagocytaire impliquée dans la capture 

de pathogènes par des mécanismes d’endocytose ainsi que dans la production de 

médiateurs solubles permettant le recrutement cellulaire.  

4. Les médiateurs de l’immunité  

Le développement d’une réponse immunitaire efficace implique de nombreux types 

cellulaires. Les interactions entre ces cellules sont médiées par un groupe de 

protéines, les cytokines. Sécrétées par la majorité des cellules, et plus 

particulièrement celles du système immunitaire, elles interviennent  dans le 
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développement de réponse immunitaire cellulaire et humorale, la régulation de 

l’hématopoïèse, le contrôle de la prolifération et de la différenciation cellulaire et, 

enfin, la cicatrisation. Les cytokines agissent généralement localement par des 

modes de communication autocrines et paracrines mais parfois elles peuvent agir à 

distance en exerçant ainsi une action endocrine. Elles se lient à des récepteurs 

spécifiques situés à la membrane de leurs cellules cibles, et déclenchent la 

transduction de signaux qui modifient l’expression des gènes de ces cellules. 

Les cytokines sont classées en 4 grandes familles qui sont : les cytokines de classe I 

(ou hématopoïétines), les cytokines de classe II ou interférons, les facteurs de 

nécrose tumorale (TNF pour Tumor Necrosis Factor) et les chimiokines. 

Plus couramment, les cytokines sont subdivisées en deux sous parties : les cytokines 

conduisant à l’inflammation, dites pro-inflammatoires, et celles participant à 

l’inhibition de l’inflammation dites anti-inflammatoires. Cependant, rares sont les 

cytokines ayant des propriétés exclusivement pro- ou anti-inflammatoires et leur effet 

dépend du contexte cellulaire et moléculaire. Malgré cela, les cytokines présentent 

des propriétés soit pro- soit anti-inflammatoires plus prononcées permettant de les 

classer dans l’un ou l’autre groupe. 

4.1. Les cytokines pro-inflammatoires 

4.1.1. Le Tumour Necrosis Factor  (TNF)  
 
Premièrement décrit comme facteur inducteur de nécrose des cellules cancéreuses 

[18], le TNF est la cytokine la plus étudiée de la superfamille du TNF, qui comprend 

plus de 40 membres. Les sources cellulaires principales du TNF sont les 

monocytes, les macrophages, les fibroblastes et les cellules endothéliales stimulées 

et il peut également être sécrété par les lymphocytes T et B, les mastocytes et les 

kératinocytes. Sa synthèse est principalement induite par les endotoxines 

bactériennes, l’IL-1 ou encore l’IL-17. Le TNF est synthétisé sous la forme d’un 

précurseur inactif ancré à la membrane. Pour acquérir son activité le TNF doit être 

clivé par la métalloprotéase TACE (TNF converting enzyme) [19]. Le TNF ainsi 

sécrété forme des multimères de 2, 3 ou 5 unités qui peuvent être glycosylées ou 

phosphorylées, reliées entre-elles par des liaisons non covalentes [20]. Son activité 

biologique est principalement centrée sur l’inflammation où il joue un rôle clé dans 
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l’initiation des réactions inflammatoires de l’immunité innée en induisant la production 

de cytokines et en activant l’expression de molécules d’adhésion. 

Deux récepteurs sont capables de fixer le TNF, le TNFR1 et le TNFR2, qui diffèrent 

par leur domaine intracellulaire et par conséquent activent des voies de signalisation 

différentes. 

Le TNFR1 possédant un domaine intracellulaire de mort (ou death domain), recrute 

en premier lieu la protéine TRADD (TNFR1-associated death domain protein) et 

FADD (Fas-associated death domain protein) conduisant à l’activation des caspases-

8 et -3, impliquées dans l’apoptose. D’autre part le TNFR1 est également un 

activateur de l’expression génique par le recrutement indirect de TRADD qui permet 

le recrutement du médiateur RIP1 (Receptor-interacting protein 1) conduisant à 

l’activation de NF-B et de la voie des MAPK.  

 
Figure 3 : Voie de signalisation du TNF [21]. 

TNFR1 et TNFR2 recrutent TRAF2, induisant l’activation de NF-κB, des MAP kinase de AP1, 
augmentant ainsi l’expression de gènes impliqués dans l’inflammation et la survie cellulaire. TNFR1 
peut également entraîner l’apoptose par le recrutement de TRADD puis de FADD, qui comprennent 
des domaines de mort, responsables de l’activation de caspases pro-apoptotiques. 
 

Au contraire, la liaison du TNF au TNFR2 conduit au recrutement direct des 

protéines TRAF2 (TNF receptor-associated factor 2) et TRAF1 (TNF receptor-

associated factor 1) en vue de l’activation de NF-B (Nuclear Factor-kappa B ) et de 
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la voie des MAPK (Mitogen-activated protein kinase) ou bien de AP-1 (Activator 

protein 1) [22].(Figure 3) 

4.1.2. L’interleukine 1 (IL-1)  
 
La famille de l’IL-1 est composée de nombreux membres dont l’IL-1, l’IL-1 et l’IL-

18. Ces cytokines sont sécrétées par les monocytes, les macrophages, les cellules 

dendritiques, les cellules épithéliales, les kératinocytes et les fibroblastes [23]. Ces 

cytokines sont impliquées dans la réponse des cellules hôte à une infection. 

Elles sont synthétisées sous forme de précurseurs inactifs nécessitant une 

maturation par clivage enzymatique pour être actives. Ainsi, l’IL-1 est clivée par la 

calpaïne [24] alors que l’IL-1 [25] et l’IL-18 [26] sont maturées par la caspase-1. 

Deux récepteurs peuvent lier l’IL-1 et l’IL-1. L’IL-1R1 est capable d’induire la 

transduction du signal. En revanche, le récepteur IL-1R2, qui ne possède pas de 

domaine intracellulaire effecteur joue, lui, un rôle de régulateur négatif de l’activité 

des IL-1 [27]. L’IL-18, quant à elle, exerce son action en se fixant sur l’IL-18R. Ces 

récepteurs induisent des voies de transduction conduisant à l’activation du facteur de 

transcription NF-kB et à l’activation de MAP kinases. L’activation de ces voies 

conduit à la synthèse de la cyclooxygénase 2 (Cox-2 encore appelée prostaglandine 

endoperoxide synthase 2 ou Ptgs2), de la phospholipase A et de l’oxyde nitrique 

synthase inductible (iNOS) responsables de la formation de monoxyde d’azote, de la 

prostaglandine E2 (PGE2) et du facteur activateur de plaquettes [23]. Ces composés 

sont impliqués dans l’apparition de fièvre et de douleurs ainsi que dans la 

vasodilatation des capillaires sanguins durant l’inflammation. L’IL-1 joue également 

un rôle dans l’expression de chimiokines afin de promouvoir l’infiltration des cellules 

immunitaires dans les tissus lésés. 

4.1.3. L’interleukine 6 (IL-6) 

4.1.3.1. Généralités 
L’interleukine 6 est une cytokine intervenant dans la régulation de processus 

cellulaires comme la prolifération, la différenciation et l’activation de gènes 

intervenant dans la réponse immune, l’hématopoïèse, la réponse de phase aiguë et 

l’inflammation. 

Elle est produite par de nombreux types cellulaires tels que les lymphocytes T, les 

lymphocytes B, les monocytes, les macrophages, les fibroblastes, les kératinocytes 
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et les cellules endothéliales [28] et exerce son action sur différents types de cellules 

cibles (pléiotropisme) par l’intermédiaire de son système de deux 

récepteurs composés de l’interleukine 6 récepteur (IL-6R) et la glycoprotéine 130 

(gp130).  

La liaison de l’IL-6 à ses récepteurs suivie de leur dimérisation induit l’activation de 

JAK (Janus kinase) qui activera STAT (Signal Transducer and Activator of 

Transcription) par phosphorylation. Une fois phosphorylé, STAT formera un dimère 

capable de pénétrer dans le noyau cellulaire afin d’y exercer sont rôle de facteur de 

transcription [29]. La voie de signalisation JAK/STAT ainsi activée permettra la 

régulation de l’expression de gènes de l’inflammation. 

4.1.3.2. Récepteurs et inhibition pharmacologique de l’IL-6 
 
La signalisation de l’IL-6 est assurée par l’intermédiaire de la gp130 ubiquitaire et de 

l’IL-6R exprimé par les cellules hématopoïétiques et les hépatocytes. Cette cytokine 

peut également être reconnue par une forme soluble de l’IL-6R (sIL6-R) générée par 

épissage alternatif de l’ARNm de l’IL6-R ou par clivage protéolytique de la forme 

membranaire (mIL-6R) par la métalloprotéase TACE. Deux mécanismes différents 

d’activation de la signalisation de l’IL-6 font intervenir la forme membranaire ou 

soluble de l’IL-6R : respectivement la voie de signalisation classique et la voie de 

trans-signalisation [30] (Figure 4). 

Classiquement, la fixation de l’IL-6 au mIL6-R permet le recrutement de deux 

chaînes de gp130 indispensables à la transduction du signal. Dans le mécanisme de 

trans-signalisation, l’IL-6 forme un complexe avec le sIL-6R avant de se fixer à deux 

chaînes de gp130 membranaires.  

Différents agents pharmacologiques peuvent être utilisés pour inhiber l’une ou l’autre 

de ces voies. La neutralisation de l’IL-6 par un anticorps est capable de bloquer la 

voie classique et la trans-signalisation en interférant dans la liaison de l’IL-6 à l’IL-6R 

que ce dernier soit membranaire ou soluble. L’anticorps anti-IL-6R, lui, interfère dans 

la liaison de l’IL-6 à l’IL-6R et bloque également les 2 voies de signalisation mais va 

conduire à une accumulation d’IL-6. Enfin le sgp130Fc, fragment Fc soluble de la 

gp130, n’inhibe que la trans-signalisation par inhibition compétitive du gp130 

membranaire sans interférer dans la voie classique car l’accès du sgp130Fc à l’IL-6 

est réduit lorsqu’elle est fixée au complexe IL-6R/gp130 [31]. 
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Figure 4 : Signalisation et trans-signalisation de l’IL-6 [30]. 

a. L’IL-6 effectue sa signalisation, de façon classique par l’intermédiaire des récepteurs IL-6R et 
gp130. b. Le sIL-6R, forme soluble de l’IL-6R, peut être libéré suite au clivage de la forme 
membranaire du récepteur (mIL-6R) et former un complexe avec l’IL-6 qui pourra alors se lier aux 
récepteurs gp130 et conduire à la trans-signalisation de cette cytokine. 
Ces deux voies de signalisation peuvent être bloquées par des anticorps neutralisant soit l’IL-6, soit 
l’IL-6R. La trans-signalisation de l’IL6 peut être spécifiquement neutralisée par le sgp130Fc. 
 

4.1.3.3. Activités inflammatoires de l’IL-6 
 
Une inflammation aiguë est caractérisée dans un premier temps par une infiltration 

de neutrophiles sur le site de lésion. Les cellules endothéliales sont activées par l’IL-

1, le TNF et l’IL-6 en vue de produire des chimiokines participant au processus 

d’attraction des neutrophiles. 

Dans un deuxième temps, le clivage protéolytique de l’IL-6R par les neutrophiles 

infiltrés conduit à l’activation de la trans-signalisation de l’IL-6. L’activation de cette 

voie permet la suppression des chimiokines attirant les neutrophiles comme CXCL1, 

CXCL8 et CX3CL1 en faveur de la production de chimiokines attractantes pour les 

monocytes comme CCL2, CXCL5 et CXCL6. En effet, une accumulation trop 

importante de neutrophiles dans le tissu lésé pourrait entraîner des dommages dus à 

leur production de protéases et d’espèces réactives oxygénées (ou ROS Reactive 

oxygen-species). Cette signalisation permet également d’augmenter la régulation des 

molécules d’adhésion cellulaires comme l’ICAM-1 (Intercellular adhesion molecule 

1), la VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule 1), la E-sélectine et la L-sélectine. 
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De plus, la trans-signalisation de l’IL-6 réduit l’apoptose des lymphocytes T en 

régulant la transcription de régulateurs apoptotiques comme Bcl-2 (B-cell lymphoma 

2) et Fas (Apoptosis Stimulating Fragment). L’IL-6 est aussi impliquée dans la 

différenciation des lymphocytes T et B et augmente la production d’Ig par cette 

dernière population. 

L’IL-6 joue un rôle important dans la transition de l’immunité innée vers l’immunité 

acquise. Suite à l’activation par des cellules présentatrices d’antigènes, les cellules 

T-helper (Th) naïves peuvent se différencier en différentes sous populations. Ainsi, 

l’IL-6 peut induire l’activation de sous populations pro-inflammatoires comme les 

Th17 ou inhiber l’activation de la population T régulatrice (Treg) anti-inflammatoire 

[32]. 

Malgré ses effets pro-inflammatoires, l’IL-6 peut exercer un rôle anti-inflammatoire 

notamment en inhibant la synthèse de cytokines pro-inflammatoires comme l’IL-1, le 

TNF ou l’IFN (Interféron ) [33, 34]. Par ailleurs, l’IL-6 induit la synthèse de 

glucocorticoïdes et du récepteur soluble du TNF, contribuant à la résolution de 

l’inflammation [35]. L’activation de la voie classique de signalisation permet 

également la prolifération et l’inhibition de l’apoptose des cellules épithéliales. Enfin, 

l’IL-6 est également impliquée dans la régulation du métabolisme dans le foie et la 

maintenance de l’homéostasie osseuse [32]. 

4.2. Les Cytokines anti-inflammatoires 

4.2.1. L’interleukine 10 (IL-10)  
 
L’IL-10 est une cytokine possédant des effets anti-inflammatoires nets. Acteur 

principal des cytokines de la famille de l’IL-10, contenant entre autres l’IL-22, elle est 

le seul membre à avoir des propriétés anti-inflammatoires. Les sources principales 

d’IL-10 sont les monocytes, les macrophages et les sous populations de lymphocytes 

T regulateurs. Mais les cellules dendritiques, les cellules B, les cellules Natural Killer 

(NK), les mastocytes, les neutrophiles ainsi que les éosinophiles synthétisent 

également de l’IL-10 [36]. L’activité pléitropique de l’IL-10 est médiée par le récepteur 

IL-10R composé de deux chaînes, IL-10R1 et IL-10R2 activant la voie de 

signalisation JAK/STAT. 

L’IL-10 influence 3 fonctions importantes des monocytes et macrophages : la 

présentation antigénique, la libération de médiateurs solubles de l’immunité, et la 
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phagocytose. En effet, l’IL-10 inhibe l’expression du CMH (Complexe Majeur 

d’Histocompatibilité) de classe II et la production des médiateurs inflammatoires tels 

que  l’IL-1, l’IL-6 et le TNF [37]. En complément, l’IL-10 conduit à la libération des 

récepteurs du TNF dans la circulation systémique en diminuant leur localisation 

membranaire [38]. A côté de son rôle anti-inflammatoire, l’IL-10 induit aussi la 

synthèse d’Ig par les lymphocytes B [39]. 

Les souris KO pour l’IL-10 développent spontanément une inflammation chronique 

de l’intestin [40], montrant l’importance de l’activité de l’IL-10 dans la régulation 

négative de la réponse inflammatoire.  

4.2.2. Le Transforming Growth Factor  (TGF-) 
 
Le TGF-β est une cytokine possédant trois isoformes humaines, TGF-β1, TGF-β2 et 

TGF-β3, de structures très similaires, codées par trois gènes distincts. Elles sont 

synthétisées par de nombreux types cellulaires comme les plaquettes, les 

macrophages, les fibroblastes ou les cellules tumorales, sous forme d’un précurseur 

latent (LTGF-β pour latent TGF-β) qui requiert une maturation par la furine [41]. 

La signalisation du TGF- contrôle une variété de processus cellulaires dont la 

prolifération, la reconnaissance, la différenciation et l’apoptose. Le TGF- initie sa 

signalisation en se liant à un récepteur à la surface cellulaire composé d’une chaîne 

de type I et d’une chaîne de type II (TβRI et TβRII) et ayant une activité de type 

serine/thréonine kinase. Ceci permet au récepteur de type II de phosphoryler le 

domaine kinase du récepteur I qui pourra alors propager le signal par 

phosphorylation des protéines Smad (Mothers against decapentaplegic homolog) 

capables de se dimériser afin d’être transloquées dans le noyau, et moduler 

l’expression de gènes cibles [42]. Le TGF-β favorise la dégradation des MMP ainsi 

que l’expression d’inhibiteurs de protéases [35]. Il inhibe la production d’IL-8 par les 

cellules endothéliales et de cytokines pro-inflammatoires telles que l’IL-1β et le TNF 

par les monocytes et macrophages. Le TGF-β est largement sécrété par les 

macrophages phagocytant les neutrophiles apoptotiques, inhibant ainsi le 

recrutement et l’activation de nouveaux leucocytes.  
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4.3. Les Chimiokines 
 
Les chimiokines sont des cytokines de 8 à 10 kDa sécrétées douées d’un pouvoir 

chimiotactique envers les cellules avoisinantes. Elles contrôlent sélectivement, 

l’adhésion, la chimiotaxie et l’activation de nombreux types de cellules immunitaires 

dont les leucocytes. Par conséquent, elles régulent le trafic cellulaire.  

Les chimiokines possèdent quatre résidus cystéines et sont divisées en 4 familles en 

fonction de la position de ces résidus. Les chimiokines du groupe C possèdent une 

seule paire de cystéines, le groupe CC présente 2 paires de cystéines contiguës, 

celles du groupe CXC présentent des cystéines séparées par un acide aminé et 

enfin le groupe CX3C présente 2 paires de cystéines séparées par 3 acides aminés. 

L’action des chimiokines est médiée par des récepteurs à sept domaines 

transmembranaires. La transduction d’un signal par ces récepteurs entraîne 

l’activation des intégrines leucocytaires permettant leur adhésion aux parois 

endothéliales ainsi que la libération des granules des neutrophiles, macrophages, 

basophiles et éosinophiles. Les chimiokines sont produites en réponse à des stimuli 

provenant de pathogènes ou de l’hôte. Elles vont créer un gradient chimioattractant 

pour les leucocytes afin de les conduire sur le site de l’inflammation et vont relier 

l’immunité innée et acquise [43, 44]. 

5. Les Récepteurs de l’immunité innée : Les Pattern 
Recognition Receptors (PRR) 

Le système immunitaire inné représente la première ligne de défense à l’encontre 

des micro-organismes. Les pathogènes possèdent des motifs moléculaires 

conservés appelés PAMP (Pathogen-associated Molecular Patterns) qui sont 

reconnus par des récepteurs de l’immunité innée appelés PRR (Pathogen 

Recognition Receptors). Ces récepteurs sont aussi impliqués dans la 

reconnaissance de signaux de danger non microbiens appelés DAMP (Damage-

associated Molecular Patterns) comme par exemple les cristaux d’acide urique, les 

protéines de choc thermique (HSP ou Heat shock proteins) et l’ATP (Adenosine 

triphosphate). La reconnaissance de DAMP et PAMP par les PRR conduit à 

l’activation de voies de signalisation intervenant dans l’inflammation et la réponse 

anti-microbienne. Les PRR possèdent également un rôle dans l’opsonisation, 

l’activation du complément et des cascades de coagulation, la phagocytose et 
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l’induction de l’apoptose [45]. Ils sont divisés en plusieurs grandes familles : les Toll-

like receptors (TLR), les Nod-like receptors (NLR), les RIG-I-like receptors (RLR) et 

les C-type lectin receptors (CLR). Seuls les TLR et les NLR seront décrits ici. 

5.1. Les Toll Like Receptors (TLR) : Récepteurs membranaires 
 
La découverte de la famille des TLR a commencée avec l’identification de Toll, un 

récepteur exprimé par les insectes essentiel à l’établissement de la polarité 

dorsoventrale durant l’embryogenèse [46]. Plus tard, des études ont révélé 

l’implication de Toll dans la réponse immunitaire innée chez l’insecte lors d’infections 

fongiques [47]. Depuis, TLR4, l’homologue humain de Toll, a été identifié chez le 

mammifère ainsi que 10 autres TLR humains et 13 TLR murins constituant ainsi la 

famille des TLR [48]. 

5.1.1. Structure des TLR 
 
Les TLR sont des récepteurs transmembranaires de type I, caractérisés par un 

domaine extracellulaire riche en leucines (Leucine-Rich repeat LRR) et un domaine 

intracellulaire effecteur TIR (Toll/IL-1 receptor). 

Le domaine extracellulaire des TLR contient 19 à 25 copies du motif LRR composées 

chacune de 24 à 29 acides aminés dont de nombreuses leucines. Le domaine LRR 

forme une structure en fer à cheval impliqué dans la reconnaissance de PAMP. Les 

TLR et les IL-1R partagent une queue cytoplasmique dont la structure est conservée 

et constituée d’environ 200 acides aminés, le domaine TIR. Ce domaine comporte 3 

boites homologues qui sont cruciales pour la signalisation car elles interviennent 

dans la capacité des TLR à interagir avec des protéines adaptatrices [49]. 

La localisation cellulaire des TLR est corrélée à la localisation des ligands qu’ils sont 

capables de reconnaître. Ainsi, les TLR3, 7, 8 et 9 qui sont impliqués dans la 

reconnaissance d’acides nucléiques, sont localisés à la surface des organites 

intracellulaires tels que le réticulum endoplasmique, les lysosomes et les 

endosomes. Au contraire les TLR1, 2, 4, 5, 6 et 10, reconnaissent des produits 

bactériens spécifiques, sont exprimés à la membrane cellulaire. (Figure 5) 
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Figure 5 : Localisation des TLR [50]. 

Les TLR 1, 2, 4, 5 et 6 sont localisés à la surface des cellules, associés à la membrane alors que les 
TLR 3, 7 et 9 sont en position intracellulaire associés à la membrane des organites cellulaires tels que 
les endosomes. 

5.1.2. Ligands des TLR 
 

Bactéries uropathogènes, Toxoplasma gondiiNon déterminé, molécules de type profilineTLR11

Non déterminéNon déterminéTLR10

Bactéries et virusADN CpG non méthyléTLR9

Virus, composé synthétiqueARN simple brin, ImidazoquinolineTLR8

Virus, composé synthétiqueARN simple brin, ImidazoquinolineTLR7

Bactéries Gram positives, Mycoplasmes, champignonsLTA, lipopeptides triacylés, zymosanTLR6

Bactéries flagelléesFlagellineTLR5

Bactéries Gram négatives, virusLPS, protéines d'enveloppe viralesTLR4

VirusARN double brinTLR3

Bactéries Gram positives Mycobactéries, champignonsLipoprotéines, PGN, LTA, lipoarabinomannane, zymosanTLR2

Bacteries et mycobactériesLipopeptides triacylés, facteurs solublesTLR1

Origine du ligandLigandTLR

Tableau 1 : Les TLR et leurs ligands (adapté d’après Akira et Takeda, Nat Rev Immunol 2004 
[49]) 

Selon leur localisation cellulaire, les TLR vont détecter des ligands de nature différente. Les TLR 
insérés dans la membrane plasmique (TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6, TLR10, TLR11) 
reconnaissent des molécules libérées ou exprimées à la surface des micro-organismes alors que les 
TLR présent au niveau des endosomes (TLR3, TLR7, TLR8, TLR9) vont reconnaître des acides 
nucléiques ou des molécules libérés après la dégradation des micro-organismes dans des vésicules 
intracellulaires (endosomes ou lysosomes). 
 
Bien que la structure du domaine LRR soit conservée entre les différents TLR, il est 

capable de reconnaître des ligands variés. Ainsi, TLR1, 2 et 6 reconnaissent des 

composants de la paroi des bactéries Gram positives comme l’acide lipoteichoïque 
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(LTA) et le peptidoglycane (PGN), TLR4 reconnaît le lipopolysaccharide (LPS) de la 

paroi des bactéries Gram négatives et TLR5 détecte la flagelline, constituant des 

flagelles bactériens. Les TLR3, 7, 8 et 9 sont des récepteurs des acides nucléiques 

et de leurs dérivés. Notamment, TLR3 lie l’ARN double brin, TLR7 et 8 reconnaissent 

l’ARN simple brin et TLR9 l’ADN viral [51, 52].(Tableau 1) 

5.1.3. Voies de signalisation des TLR 
 
Une fois leurs ligands reconnus, les TLR induisent l’expression d’une multitude de 

gènes impliqués dans la défense de l’hôte. Ceux-ci incluent les cytokines et les 

chimiokines inflammatoires, les peptides antimicrobiens, les molécules de co-

stimulation, les molécules du CMH, ainsi que d’autres effecteurs permettant à l’hôte 

de lutter contre les pathogènes [53]. Les TLR activent ces gènes par l’intermédiaire 

de voies de signalisation utilisant diverses molécules adaptatrices qui déterminent en 

partie la spécificité de la réponse. La réponse aux TLR est classée selon l’implication 

ou non de la voie de signalisation dépendante de MyD88 (Myeloid Differentiation 88). 

5.1.3.1. La voie dépendante de MyD88 
 
MyD88, l’adaptateur utilisé par tous les TLR à l’exception de TLR3, interagit avec leur 

domaine TIR puis recrute et active la kinase IRAK-4 (IL-1R associated kinase 4) par 

l’intermédiaire de son domaine de mort. Cette liaison permet la phosphorylation et le 

recrutement d’IRAK-1 qui interagira à son tour avec TRAF6 (TNF receptor-

associated factor 6). Le complexe IRAK-1/TRAF6 se dissocie alors du récepteur pour 

interagir avec les kinases JNK (c-Jun N-terminal kinase) et IKK (inhibitor of B 

kinase). Cette interaction permet ensuite l’activation de la kinase p38 et des facteurs 

de transcription AP-1 (Activator protein-1) et NF-B [51]. 

Il faut noter que la liaison de MyD88 aux TLR peut se faire de façon directe ou 

indirecte. Dans le cas de TLR2 et TLR4 la protéine TIRAP (TIR domain-containing 

adaptator protein encore appelé Mal pour MyD88-adaptator-like) peut servir de 

protéine adaptatrice à MyD88 pour la transduction du signal [54, 55]. (Figure 6) 
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Figure 6 : Les voies de signalisation des TLR [56] 

L’activation du TLR4 par le LPS engendre deux voies de signalisation distinctes : une voie 
dépendante de MyD88 conduisant à la translocation du facteur de transcription NF-κB et à l’activation 
des MAP kinases, l’autre indépendante de MyD88, conduisant à l’activation tardive de NF-κB et à la 
translocation d’IRF3 (IFN regulatory factor 3). 
 

5.1.3.2. La voie indépendante de MyD88 
 
MyD88 est essentiel pour la production de cytokines en réponse à des molécules 

bactériennes. Pourtant, le LPS, composant majeur de la paroi des bactéries Gram 

négatives, est capable d’induire l’activation de NF-B et de JNK dans des 

macrophages dépourvus de MyD88 par l’intermédiaire de TLR4 [57]. Ceci indique 

l’existence d’une voie de signalisation du LPS, indépendante de l’adaptateur MyD88. 

La protéine TRIF (TIR domain-containig adaptator inducing IFN) est l’adaptateur de 

cette voie [58]. Le TLR4 n’interagit pas directement avec TRIF mais par 

l’intermédiaire de la protéine adaptatrice TRAM (TRIF-related adaptator molecule) 

[59]. TRIF pourra alors interagir d’une part avec TRAF6, conduisant à l’activation de 

NF-B. D’autre part, TRIF peut interagir avec TBK-1 (TANK-binding kinase 1) en vue 

de l’activation du facteur de transcription IRF3 (IFN regulatory factor 3), responsable 

de l’expression du gène codant l’IFN [60].  



 41

5.2. Les Nod Like Receptors (NLR) : Récepteurs 
cytoplasmiques 

 
Contrairement aux TLR, les NLR sont des récepteurs intracellulaires qui ne sont pas 

associés à des membranes, retrouvés dans le compartiment cytosolique. Les NLR 

ont été identifiés dans les plantes où ils jouent un rôle important dans la résistance à 

l’encontre des pathogènes, puis des homologues ont été identifiés chez les 

vertébrés. Il existe 23 NLR chez l’Homme et 34 NLR chez la souris [61]. Ces 

récepteurs sont exprimés majoritairement par les cellules immunitaires mais 

également par les cellules épithéliales. 

5.2.1. Structure des NLR 
 
Les NLR sont des protéines composées de plusieurs domaines dont la nature varie 

en fonction des récepteurs. La région située en C-terminal de la protéine est 

constituée, la plupart du temps, par un domaine LRR permettant la reconnaissance 

de motifs bactériens de la même façon que les TLR. Un domaine central NACHT est 

impliqué dans l’oligomérisation des NLR suite à la reconnaissance d’un ligand. Enfin, 

un domaine N-terminal variable suivant les NLR définit les cinq sous familles de ces 

récepteurs. La plupart de ces récepteurs possèdent un ou deux domaine(s) CARD 

(Caspase-activation and recruitment domain) ou un domaine pyrine (PYD). D’autres 

NLR présentent un domaine BIR (baculovirus inhibitor of apoptosis domain) comme 

NAIP (Baculoviral IAP repeat-containing protein) ou des domaines moins 

caractérisés comme pour les récepteurs NLRX1, NLRC3 et NLRC5. Enfin, le 

récepteur CIITA possède à la fois un domaine CARD et un domaine activateur (AD). 

Ces différents domaines participent à la spécificité fonctionnelle de chaque NLR en 

permettant le recrutement de protéines adaptatrices [62]. L’initiale du nom de ces 

domaines est retrouvée dans le nom des sous familles de NLR. Ainsi, les NLR 

regroupent les sous familles NLRC (encore appelée NOD), NLRP (ou NALP pour 

NACHT, LRR and PYD domains-containing protein), NLRB (ou NAIP), NLRA et 

NLRX. (Figure 7) 
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Figure 7 : Représentation schématique des récepteurs de la famille des NLR [63].  

Les NLR sont caractérisés par 3 domaines: un domaine LRR, capable de lier le ligand, un domaine 
central NACHT nécessaire à leur oligomérisation, et un domaine de liaison protéique CARD, PYD, 
BIR ou inconnu. Ils peuvent être classés en sous-familles en fonction de ce domaine effecteur. 
 

5.2.2. Les NACHT, LRR and PYD domain-containing protein (NLRP) 
et l’inflammasome 

 
Certains membres de la famille des NLR, dont NLRC4, NLRP1 et NLRP3, sont 

capables de former un complexe moléculaire appelé l’inflammasome, le complexe le 

mieux décrit étant l’inflammasome NLRP3.  

Lors d’une infection, la reconnaissance des PAMP par les TLR induit la synthèse de 

la pro-IL-1. Cette pro-IL-1 est cytoplasmique et inactive jusqu’à l’arrivée d’un 

second stimulus qui va entraîner sa maturation via la formation de l’inflammasome 

[64]. 

L’activation de la formation de ce complexe est initiée par la fixation au récepteur 

d’un ligand bactérien ou d’une molécule produite en réponse à un stress cellulaire. 

Cette reconnaissance provoque la dimérisation du récepteur puis le recrutement de 

la protéine adaptatrice ASC (Apoptosis associated Speck-like protein containing a 

CARD) et de la pro-caspase-1. Le recrutement de deux molécules de pro-caspase-1 

permet leur clivage pour former la caspase-1 active capable de maturer l’IL-1 et l'IL-

18 par clivage de leurs précurseurs, la pro-IL-1 et la pro-IL-18 [65]. (Figure 8) 
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Figure 8 : Formation de l’inflammasome [66] 

Un premier stimulus, souvent médié par les TLR et les NLR, conduit à la formation de pro-IL-1. La 
détection d’un second stimulus par les NLRP conduit à l’activation de la caspase-,1 entraînant la 
maturation puis la sécrétion d’IL-1β.  
 

5.2.3. Les Nucleotide-binding oligomerization domain-containing 
protein (NOD) 

 
Nod1 et Nod2 sont des membres bien connus de la famille des NLR. Nod1 est 

exprimé par tous les types cellulaires [67] alors que Nod2 est retrouvé chez les 

monocytes, les macrophages, les neutrophiles, les cellules dendritiques et les 

cellules épithéliales [68-70]. A l’origine ces récepteurs étaient impliqués dans les 

réponses induites par le LPS mais il a ensuite été démontré que cette réponse 

provenait du fait que ce ligand était contaminé par du peptidoglycane [71]. 

5.2.3.1. Les ligands de Nod1 et Nod2 

 
Le peptidoglycane est le constituant majeur de la paroi des bactéries Gram positives 

et est retrouvé de façon minoritaire dans l’espace périplasmique situé entre les deux 

membranes des bactéries Gram négatives. Il est composé de chaînes glycaniques, 

le N-acétylglucosamine (NAG) et l’acide N-acetylmuramique (NAM) reliées entre 

elles par des chaînes peptidiques, de compositions variables, permettant la formation 

d’un polymère rigide au niveau de la membrane bactérienne. Cette structure 
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d’apparence solide n’est pourtant pas statique. Lors de leur multiplication les 

bactéries présentent un remodelage constant de leur peptidoglycane permettant le 

relargage de fragments dans le milieu environnant. De plus, les enzymes produites 

par l’hôte, comme le lysozyme, génèrent également des fragments de 

peptidoglycane. Les fragments ainsi formés peuvent alors pénétrer dans les cellules 

par des mécanismes d’endocytose ou par l’intermédiaire de transporteurs 

membranaires, de systèmes de sécrétion bactériens, de vésicules membranaires et 

de toxines formant des pores membranaires [72]. 

Nod2 est un senseur à la fois des bactéries Gram positives et négatives. En effet, il 

reconnait le muramyldipeptide (MDP), motif minimum retrouvé dans tous les 

peptidoglycanes et il reconnaît également de façon minoritaire le muramyl-TriLys [73, 

74]. Nod1 reconnaît un motif différent du peptidoglycane, le meso-DAP (meso- 

Diaminopimelic Acid), retrouvé essentiellement chez les bactéries Gram négatives et 

quelques bactéries Gram positives comme Bacillus sp et Listeria monocytogenes 

[75, 76]. (Figure 9) 

 
Figure 9 : Motifs du peptidoglycane reconnus par les récepteurs Nod1 et Nod2 [77]. 

NOD2 reconnaît le muramyl dipeptide (MDP), la structure minimale commune à tous les 
peptidoglycanes, ainsi que le muramyl-triLys des peptidoglycanes de type Lys. NOD1 quant à lui 
reconnaît le M-triDAP et le M-tetraDAP. 
 

En complément de sa capacité à reconnaître des motifs bactériens, NOD2 est un 

PRR capable de reconnaître l’ARN simple brin et peut ainsi contribuer à la réponse 

virale en induisant la production d’interférons [78]. 
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5.2.3.2. Les voies de signalisation de Nod1 et Nod2 
 
A l’état natif, les NOD sont maintenus dans le cytoplasme sous forme inactive grâce 

à des interactions intraprotéiques entre leurs parties LRR et NOD. Lors de la 

reconnaissance de leurs ligands respectifs, les protéines NOD vont devenir actives, 

rompant ainsi leurs liaisons intra-protéiques. Leur domaine NOD devient alors 

accessible, rendant leur dimérisation possible [61]. Ensuite, les protéines NOD 

s’associent avec la kinase RIP2 (ou RICK2 pour RIP-like interacting CLARP kinase 

2) par l’intermédiaire de leurs domaines CARD. Cette association va engendrer le 

recrutement de la kinase TAK-1 (Transforming growth factor  activated kinase). Le 

complexe RIP2/TAK-1 sera alors responsable de l’activation du complexe IKK via la 

polyubiquitilation d’IKK (inhibitor of B kinase) et la phosphorylation d’IKK/. NF-B 

sera alors libéré de son inhibiteur IB (inhibitor of B), ce qui conduira à l’activation 

de ses gènes cibles. [61, 67]. Le complexe RIP2/TAK1 peut également conduire à 

l’activation des MAP kinases via l’activation des protéines p38, JNK et ERK 

(Extracellular signal-regulated protein kinase) [79]. (Figure 10) 

 
Figure 10 : Voies de signalisation de Nod1 et Nod2 [80] 

Après reconnaissance de leurs ligands respectifs,  NOD1 et NOD2 recrutent la kinase RIP2 (ou 
RICK2) permettant la polyubiquitylation de IKK et la phosphorylation de IKK et  afin de libérer 
NF-B et d’induire la transcription de gènes inflammatoires. La signalisation de NOD1 et NOD2 peut 
également conduire à l’activation des MAPK. 
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5.2.3.3. Fonctions associées aux NOD 
 
Rôle des NOD dans la reconnaissance bactérienne et sur les cellules immunitaires. 

Les NOD sont des senseurs de ligands bactériens et par conséquent participent à la 

protection de l’hôte vis-à-vis des bactéries. Ainsi, NOD1 participe à la 

reconnaissance in vitro des bactéries Shigella flexneri, Listeria monocytogenes, 

Campylobacter jejuni, Escherichia coli, Chlamydophila pneumonia et Pseudomonas 

aeruginosa et in vivo il participe à la lutte contre les infections à Helicobacter pylori. 

De la même façon, NOD2 a pour ligand le MDP des bactéries Streptococcus 

pneumoniae, Listeria monocytogenes, Mycobacterium tuberculosis, Salmonella et 

Staphylococcus aureus in vitro [62]. Ces récepteurs exercent leur effet protecteur en 

induisant la production de cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF, l’IL-1 et 

l’IL-6, de facteurs de croissance et de molécules d’adhésion [81]. NOD1 et NOD2 

coordonnent le recrutement des cellules phagocytaires et des neutrophiles par leur 

capacité à induire des chimiokines et agissent également sur la capacité des 

neutrophiles à éliminer les pathogènes par l’intermédiaire de la production de ROS 

(Espèces réactives oxygénées) et de monoxyde d’azote [72]. 

 

NOD et production de peptides anti-microbiens 

Les muqueuses, et plus particulièrement la muqueuse intestinale, sont capables de 

produire des peptides anti-microbiens comme les défensines pour lutter contre les 

pathogènes. Une diminution de l’expression de défensines, telle que l’-défensine 5, 

a été observée en conséquence d’une mutation du gène Nod2 [3, 82]. Au contraire, 

la stimulation de cellules épithéliales avec du MDP induit l’expression de la 

-défensine 2 [83] suggérant l’implication de NOD2 dans la production de ces 

peptides anti-microbiens.  De la même façon, NOD1 peut aussi influencer la 

production de la -défensine 2 en réponse à la bactérie Helicobacter pylori [84, 85]. 

Les NOD participent donc au contrôle des bactéries en régulant l’expression de 

peptides anti-microbiens. 

 

NOD et autophagie 

Certaines macromolécules et organelles cytoplasmiques, présentant une taille trop 

importante pour être dégradées par l’intermédiaire du protéasome, peuvent être 

éliminées via l’autophagie. De même, certains pathogènes intracellulaires peuvent 



 47

être éliminés par ce processus qui sera alors appellé xénophagie. Dans l’autophagie, 

des composants membranaires cytoplasmiques isolés, appelés phagophores, 

entourent l’agent à éliminer pour former une double membrane, l’autophagosome. 

Cette vésicule pourra alors fusionner avec des lysosomes et conduire à la 

dégradation de son contenu par les enzymes lysosomales. Les autophagosomes 

sont également capables de fusionner avec des endosomes ou des compartiments 

contenant du CMH de classe II [86]. L’autophagie participe à la fois à l’immunité 

innée en aidant à l’élimination des pathogènes et en régulant les PAMP et les PRR 

et à l’immunité adaptative en favorisant la présentation antigénique et la maturation 

des lymphocytes [87]. NOD1 et NOD2 jouent un rôle clé dans l’induction de 

l’autophagie en réponse à une invasion bactérienne en recrutant ATG16L1 

(autophagy-related gene 16-like 1), une protéine de l’autophagie, au niveau de la 

membrane plasmique [88]. De plus, la stimulation de NOD2 par le MDP est 

également capable d’induire l’autophagie chez les cellules dendritiques [89]. 
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Chapitre 3 : La flore intestinale  

1. Généralités 

Le corps humain héberge une quantité de bactéries supérieure au nombre de 

cellules somatiques et germinales le constituant et la globalité des génomes du 

microbiote coderait au moins 150 fois plus de gènes que les génomes humains [90]. 

La composition du microbiote intestinal est dynamique et présente des changements 

au cours du temps.  

Le microbiote intestinal joue un rôle important dans différentes fonctions de 

l’organisme comme le métabolisme énergétique, la prolifération et la survie des 

cellules épithéliales et la protection contre les pathogènes. Il potentialise des 

réponses à la fois pro- et anti-inflammatoires et la composition bactérienne de 

l’intestin peut être reliée au fonctionnement du système immunitaire. Des 

changements dans sa composition sont ainsi capables de provoquer un déséquilibre 

immunitaire et par conséquent favoriseraient le développement de pathologies [91]. 

2. Composition du microbiote intestinal 

Les bactéries sont la composante principale du microbiote intestinal mais on peut 

également détecter des virus, des champignons et des protozoaires. 

2.1. Les eucaryotes et les virus 
 

Le protozoaire Blastocyste sp peut être retrouvé de façon asymptomatique chez 

l’Homme. Des champignons comme Aspergillus et Rhizochaete peuvent également 

être retrouvés de façon transitoire dans l’intestin [92] mais le plus souvent on 

retrouve la levure Candida. Chez l’Homme la diversité fongique est moins importante 

que chez la souris. En effet chez cette dernière 4 principaux phyla fongiques sont 

retrouvés: Ascomycota, Basidiomycota, Chytridiomycota, et Zygomycota. Ils 

participeraient à la digestion et produiraient des composés immuno-modulateurs 

participant à l’homéostasie microbienne [93]. 

 

La flore fécale humaine contient différents virus mais principalement des 

bactériophages ou des prophages insérés dans certains génomes bactériens [94], 

ainsi que des virus à ARN de plantes [95].  
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La plupart des virus à ARN retrouvé dans l’intestin sont des pathogènes de végétaux 

comme les légumes, les céréales et les fruits suggérant une contamination via 

l’alimentation [96]. Le virus le plus abondant dans les fèces provenant de végétaux 

est le pepper mild mottle virus (PMMV) et le virus eucaryote le plus fréquent est le 

picobirnavirus. L’étude des communautés virales est en pleine expansion grâce à 

l’émergence de nouvelles techniques de séquençage et il semblerait qu’elles 

puissent jouer un rôle dans le développement de pathologies comme la fibrose [97]. 

L’étude du virome n’en est qu’à ses débuts et d’autres virus pourront certainement 

être reliés à d’autres pathologies. 

2.2. Les Archées 
 
Les Archées font partie des micro-organismes procaryotes pouvant être retrouvés 

dans le microbiote intestinal humain. Ces organismes unicellulaires peuvent être 

subdivisés en plusieurs grands groupes définis par leurs capacitées métaboliques 

mais seules les archées halophiles et méthanogènes ont pu être détectées dans 

l’intestin [98]. Ces dernières ont été les premières à pouvoir être identifiées et isolées 

grâce à des techniques de culture et constituent la majeure partie des archées 

faisant partie du microbiote intestinal. Les Methanobrevibacter et les 

Methanosphaera sont les genres les plus représentés [99] car les espèces 

Methanobrevibacter smithii et M. stadtmanae représenteraient respectivement 95,5% 

et 29,4% des archées méthanogènes [100]. D’autres genres peuvent également être 

retrouvés dans l’intestin comme les Methanomassiliicoccus.  

2.3. Les bactéries 
 
La flore du tractus gastro-intestinal est estimée à environ 1014 bactéries [101]. Cette 

population regroupe 400 à 1000 espèces bactériennes différentes [102]. Les 

bactéries composant ce microbiote appartiennent à 6 principaux phyla du domaine 

Bacteria : Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria, Fusobacteria, Verrucomicrobia 

et Actinobacteria. La majorité appartenant au Firmicutes et aux Bacteroidetes [103]. 

La plupart des bactéries intestinales (99,9%) sont anaérobies [101] et on observe 

une quantité croissante de ce type de bactéries en descendant le tractus gastro-

intestinal. En particulier, les Bacteroidetes présentent une augmentation de leur 

représentation depuis l’intestin grêle jusqu’au caecum, côlon et fèces [104]. Une 
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variation qualitative et quantitative est donc observée le long du TGI selon les 

conditions physico-chimiques présentent dans le compartiment considéré [103, 105]. 

De plus, des différences de composition du microbiote sont également observées 

entre le lumen et la surface de la muqueuse [106]. (Figure 11) 

Dans l’estomac, le duodénum et le jéjunum peu de bactéries sont retrouvées en 

raison du pH acide. Ce compartiment héberge des bactéries acidotolérantes, comme 

les streptocoques et les lactobacilles, pouvant résister ; mais seules des bactéries 

anaérobies strictes résistantes peuvent s’y implanter comme Helicobacter pilori [103]. 

L’iléon, région de transit de l’intestin, contient une flore beaucoup plus diversifiée 

représentant 107 à 108 CFU (Unités Formant Colonies)/mL. Ce compartiment est 

constitué de bactéries anaérobies facultatives ou anaérobies strictes des genres 

Clostridium, Bacteroides, Bifidobacterium ou encore Enterobacteriaceae. 

Dans le côlon le transit digestif est plus lent et par conséquent la flore microbienne 

est plus abondante. Ce dernier compartiment contient 1010 à 1011 CFU/mL, 

composées de 400 à 500 espèces bactériennes. Enfin, la composition fécale est 

identique à celle du côlon terminal. 

 
Figure 11 : Schéma représentant la variation qualitative et quantitative bactérienne le long du 

tractus gastro-intestinal [107]. 
 

La souris est l’animal modèle utilisé au laboratoire. Le microbiote intestinal de la 

souris et de l’Homme présente les mêmes phyla (Firmicutes, Bacteroidetes, 

Actinobacteria, Proteobacteria, Verrucomicrobia, Cyanobacteria, TM7, Fusobacteria 
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et Spirochaeates). Mais la plupart des genres et espèces bactériennes trouvés chez 

la souris ne sont pas observés chez l’Homme [108].  

 

La majorité des bactéries (environ 80%) est non cultivable du fait de l’absence de 

connaissances sur leurs besoins de croissance. Par conséquent, des techniques 

d’identification par approche métagénomique sont réalisées à l’aide de méthodes de 

biologie moléculaire basées sur l’analyse des ADN et ARN 16S ribosomiques 

bactériens. 

2.4. Le microbiote intestinal 
 
Le microbiote correspond à un écosystème qui vit en symbiose avec son hôte 

pouvant être considéré comme un organe à part entière. A l’âge adulte, le microbiote 

est organisé et hiérarchisé, avec des espèces très abondantes et d’autres plus rares. 

La totalité des micro-organismes intestinaux, leurs génomes, leurs conditions 

environnementales ainsi que les relations établies entre-eux constituent le 

microbiome intestinal. Ce microbiome intestinal peut être divisé en deux parties. Une 

base commune, est constituée de gènes bactériens retrouvés dans l’intestin, 

présente chez la plupart des individus [109]. L’autre partie du microbiome est 

variable en fonction de l’individu. La composition de ce microbiome variable est 

dépendante des facteurs de l’hôte comme sont génotype, sa physiologie, son style 

de vie, son environnement et la présence de populations bactériennes transitoires 

[110] (voir partie 4 de ce chapitre : régulation de la flore intestinale par l’hôte).  

Récemment,  3 entérotypes distincts ont pu être caractérisés. Ces entérotypes sont 

composés par une population bactérienne prédominante, Bacteroides, Prevotella ou 

Ruminococcus [111]. Chaque individu est caractérisé par un de ces entérotypes 

particulier. Les entérotypes ne semblent pas être associés ni à la nationalité de 

l’individu, ni l’alimentation, ni la variabilité génétique, ni l’âge ou le sexe [111], Il 

s’agirait donc d’une caractéristique fondamentale de l’hôte.  

3. Fonctions du microbiote intestinal sur son hôte 

L’utilisation de modèles axéniques et gnotoxéniques a permis d’étudier les fonctions 

physiologiques et pathologiques de la flore intestinale. Les études utilisant ce type de 

modèle ont suggéré une implication de la flore intestinale dans le métabolisme et la 
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digestion, la fonction barrière intestinale, le contrôle de la prolifération et la 

différenciation des cellules épithéliales, la maturation du système immunitaire ainsi 

que la régulation de l’homéostasie intestinale. (Figure 12) 

 

 
Figure 12 : Fonctions du microbiote sur l’hôte [105]. 

3.1. Métabolisme 
 
La fonction métabolique majeure de la flore composant le tractus gastro-intestinal est 

la fermentation des résidus alimentaires non digestibles par le corps humain. En 

effet, les bactéries possédant des enzymes et des voies biochimiques 

complémentaires [112], aident à la fermentation de certains composés lors de la 

digestion permettant de les rendre absorbables par l’hôte. Elles peuvent également 

participer à la synthèse de vitamines [113] et à l’absorption du calcium, du 

magnésium et du fer [114]. Les bactéries participent également à la dégradation des 

glucides, polysaccharides, glycoprotéines et de sucres non digestibles en les 

transformant principalement en courtes chaînes d’acides gras. Trois principaux 

composés résultent de cette fermentation : le propionate, le butyrate et l’acétate. Ces 

métabolites permettent la maintenance de l’homéostasie des colonocytes en 

agissant sur la régulation du métabolisme des acides gras, les transports d’électrons 

et le stress oxydatif au niveau transcriptionnel [115]. Des effets bénéfiques sur le 

niveau de cholestérol, la lipogenèse et la carcinogenèse sont également observés 

suite à la synthèse de propionate [116].  



 53

La synthèse de ces acides gras à chaîne courte par la flore au niveau des 

colonocytes exerce également un moyen de contrôle de la croissance microbienne 

via l’expression de peptides antimicrobiens comme LL-37 [117]. 

3.2. Fonction Protectrice 

3.2.1. Compétition avec les pathogènes 
 
Les bactéries de la flore intestinale constituent une barrière à l’encontre des micro-

organismes exogènes et préviennent l’implantation de pathogènes dans les tissus. 

En effet, certaines bactéries peuvent entrer en compétition avec les pathogènes en 

terme d’utilisation de nutriments et au niveau des sites de fixation situés à la surface 

de la bordure en brosse intestinale [118]. Ainsi, les souris axéniques sont plus 

susceptibles aux agents infectieux tels que Shigella flexneri, Bacillus anthracis et 

Listeria [119] et les traitements antibiotiques, réduisant la diversité microbienne, 

favorisent les infections virales [120] et bactérienne [121, 122].  

3.2.2. Production de facteurs anti-microbiens 
 
Les bactéries sont capables de synthétiser des bactériocines. Ces molécules ont une 

activité antimicrobienne, comme les peptides anti-microbiens synthétisés par les 

cellules eucaryotes, mais sont directement produites dans certaines bactéries par la 

voie de synthèse ribosomique. Les souches bactériennes pouvant produire des 

bactériocines comme Escherichia coli, Enterobacter spp, Klebsiella pneumoniae sont 

principalement des Gram négatives, mais les bactéries lactiques Gram positives 

comme Lactobacillus spp, peuvent également en produire. Les bactériocines 

produites agissent principalement sur les bactéries Gram positives et permettent 

d’augmenter la capacité d’envahissement de la souche productrice ou son maintien 

[123]. 

De plus, les Lactobacilles sont capables de produire d’autres facteurs anti-microbiens 

comme le peroxyde d’hydrogène, capable d’inhiber la croissance des bactéries 

environnantes, ou encore l’acide lactique ou l’acide acétique, permettant une 

réduction du pH défavorable à la croissance des bactéries pathogènes [124, 125]. 

En plus de ces mécanismes d’exclusion compétitive, certaines bactéries peuvent 

favoriser ou interférer avec la production de mucus. Le pathogène Helicobacter pilori 

est capable d’interférer dans la production de mucines composant le mucus pour lui 
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permettre un passage plus aisé de la barrière muqueuse. Au contraire des souches 

bactériennes comme Lactobacillus plantarum augmentent l’expression de mucines 

comme MUC2 et MUC3, inhibant la fixation bactérienne, en vue de prévenir 

l’invasion des cellules intestinales par Escherichia coli entéro-pathogène [126]. 

3.3. Fonctions structurales 

3.3.1. Jonctions serrées et angiogenèse 
 
Participant au maintien de la barrière intestinale, les jonctions serrées sont un 

groupement de protéines entre les cellules épithéliales formant une barrière entre la 

lumière intestinale et la lamina propria. Ce type de jonction cellulaire est constitué de 

protéines intracellulaires comme les zonas occludens (ZO-1, ZO-2, ZO-3) et de 

protéines membranaires comme les occludines et les claudines. Certaines souches 

probiotiques comme E. coli Nissle peuvent fortifier la barrière épithéliale en agissant 

sur les jonctions serrées par l’intermédiaire de ZO-2 [127]. De même, Lactobacillus 

plantarum augmente la localisation de l’occludine et de ZO-1 dans les jonctions 

serrées de l’épithélium intestinal [128]. Administrés en cocktail ces probiotiques sont 

capables de réduire la perméabilité après une lésion chimique de l’intestin provoquée 

par du DSS (Dextran Sodium Sulfate) en agissant sur les protéines de jonctions 

ZO-1, claudine et occludine [129].  

Dans les villosités intestinales, les cellules endothéliales, formant un réseau de 

capillaires sanguins, participent à la distribution et à l’absorption des nutriments. Les 

bactéries intestinales telles que B. thetaiotaomicron jouent un rôle dans la régulation 

de l’angiogenèse intestinale via les cellules de Paneth [130]. 

3.3.2. Contrôle de la prolifération et de la différenciation des 
cellules épithéliales 

 
Le butyrate, un des produits final de dégradation des chaînes courtes d’acides gras, 

métabolisé par les bactéries, peut être utilisé comme source d’énergie par les 

colonocytes. Il stimule la prolifération des cellules épithéliales, régule l’inflammation 

et exerce un rôle anti-carcinogène [131]. Les effets du butyrate passent par sa 

capacité à moduler l’expression génique en agissant sur l’acétylation des histones et 

de l’ADN pour favoriser la transcription [132]. De plus, le butyrate et les autres 
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métabolites bactériens, propionate et acétate jouent un rôle dans l’induction de 

l’apoptose, indispensable au renouvellement de l’épithélium intestinal [133]. 

3.3.3. Maturation et stimulation du système immunitaire 
 
Le développement des GALT est déficient chez les souris axéniques. Ces souris 

présentent également une réduction de la taille et du nombre de plaques de Peyer et 

de ganglions mésentériques. Le nombre de cellules dans la lamina propria intestinale 

est également diminué en comparaison avec des animaux comportant une flore 

intestinale [134-136]. 

Mais au delà des défauts de formation de certains tissus, les profils cellulaires et 

moléculaires du système immunitaire intestinal sont également modifiés en absence 

de microbiote. Chez les souris axéniques, les cellules épithéliales (IEC) qui 

composent l’intestin, formant une barrière entre son contenu et le système 

immunitaire, présentent une réduction de l’expression des TLR [137] et du CMH de 

classe II [138], impliqués dans la reconnaissance et la présentation d’antigènes 

bactériens. Les IEL enchevêtrés entre les cellules épithéliales intestinales sont 

également en nombre réduit chez les souris axéniques et leur cytotoxité n’est pas 

fonctionnelle [139]. Le nombre de cellules T CD4+ de la lamina propria est 

également réduit [140]. Le développement des follicules lymphoïdes (ILF) dans 

l’intestin composés de cellules dendritiques et de cellules B est également 

dépendant du microbiote [141]. De plus, certaines bactéries particulières ont montré 

un effet direct sur certaines sous population lymphocytaires. C’est le cas des 

lymphocytes Th17 induits en réponse à la bactérie filamenteuse SFB (Segmented 

Filamentous Bacteria) chez la souris [142, 143]. La recolonisation de souris 

axéniques par cette bactérie pourrait également stimuler la sécrétion d’IgA [144] et le 

recrutement des IEL [145] au niveau intestinal. De nombreuses populations 

cellulaires de l’immunité intestinale dépendent donc de la présence bactérienne pour 

leur développement et leur fonction.  

Le microbiote est également une source de peptidoglycane permettant l’activation de 

neutrophiles apportant une protection à l’encontre de pathogènes comme 

Streptococcus pneumoniae et Staphylococcus aureus [146]. 

Malgré un effet direct pouvant être observé au niveau intestinal, l’absence de flore 

exerce aussi une action au-delà de ces barrières, de façon systémique. Ainsi, au 

niveau de la rate, le nombre de cellules T CD4+ est réduit et des modifications 
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quantitatives et qualitatives des centres germinatifs entraînent une réduction du 

niveau d’anticorps circulants. [147-149] 

4. Régulation de la flore intestinale par l’Hôte 

Avant la naissance notre organisme est complètement stérile. Ce n’est qu’après la 

naissance que le tractus gastro-intestinal est colonisé progressivement par les 

bactéries de la mère et de l’environnement. A la naissance, la colonisation est 

influencée par le mode de délivrance par voie naturelle ou césarienne [150]. A ce 

moment la flore microbienne, se compose principalement de bactéries lactiques et de 

coliformes [101]. De plus, le lait maternel, contenant un inoculum bactérien naturel, 

participe à la colonisation néonatale [151]. Cet inoculum sera donc conditionné par 

l’alimentation ou encore la prise d’antibiotique par la mère. La diversité du microbiote 

intestinal simple chez l’enfant va se complexifier au cours de sa croissance. 

Il semblerait que le microbiote intestinal présente une stabilité relative à l’âge adulte 

[152]. Mais, les facteurs environnementaux tels que l’alimentation, les facteurs 

génétiques de l’hôte, l’utilisation de médicaments, le système immunitaire de l’hôte 

ont un impact sur le microbiote intestinal [153-155]. Par conséquent, la flore est un 

caractère variable d’un individu à l’autre qui est capable d’évoluer au cours du temps. 

4.1. Effet de l’alimentation sur la composition du microbiote 
intestinal 

 
L’alimentation est un facteur exogène influençant la colonisation bactérienne du tube 

digestif. L’allaitement maternel favorise l’implantation des Bifidobacterium alors que 

les Clostridium et les Bacteroides s’implantent en quantités moins importantes [156]. 

Chez les enfants nourris avec du lait maternisé, la colonisation se fait par les mêmes 

bactéries mais associée avec une diversification plus importante du microbiote [157]. 

Dès l’introduction d’une alimentation variée, le microbiote se diversifie en particulier 

en bactéries anaérobies strictes. 

Des habitudes alimentaires variables à travers le monde participent aux différences 

géographiques du microbiote de l’hôte. Ceci peut être constaté en comparant 

l’alimentation et la flore intestinale d’enfants Africains et Européens. Les enfants 

Africains, disposant d’une alimentation riche en fibres et avec des proportions en 

protéines et en graisses réduites, présentent une augmentation des Bacteroidetes et 
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des Actinobacteria au détriment des Firmicutes et des Proteobacteria, dont les 

Enterobacteriaceae (Shigella et Escherichia), en comparaison avec des enfants 

Européens. Les genres Prevotella et Xylanibacter contenant des gènes impliqués 

dans l’hydrolyse de cellulose et de xylanes se sont avérés absents chez les enfants 

Européens [158]. La quantité de fibres apportées par l’alimentation modifie la 

concentration luminale en acides gras à chaînes courtes affectant la composition 

microbienne [159]. 

Une alimentation enrichie en sucres et en graisses (comme celle des pays 

industrialisés) favorise l’augmentation des Firmicutes et une diminution des 

Bacteroidetes chez des souris axéniques recolonisées par un microbiote humain. 

L’analyse du microbiome chez ces souris montre un enrichissement des voies de 

signalisation impliquées dans la prise en charge des sucres et des acides aminés. Au 

contraire, les animaux avec une alimentation riche en fibres présentent un 

enrichissement des voies impliquées dans la dégradation des glycanes et des 

glycosaminoglycanes ainsi que dans le métabolisme des sphingolipides qui sont 

aussi enrichies chez les Bacteroidetes [104]. 

Certains composés de l’alimentation agissent comme des prébiotiques. Les 

prébiotiques sont des nutriments non digestibles par l’hôte qui peuvent stimuler 

sélectivement la croissance et/ou l’activité de une ou plusieurs bactéries dans 

l’intestin et qui améliorent la santé de l’hôte. Des composés comme l’inuline et le 

fructo-oligosaccharide peuvent ainsi favoriser le développement des Bifidobactéries 

intestinales [160-162].  

 

4.2. Facteurs génétiques influençant la composition de la flore 
intestinale 

 
L’étude du microbiote chez les jumeaux suggère une association entre sa 

composition et le génotype de l’hôte [163]. Mais il est difficile d’apprécier une réelle 

association puisque les jumeaux sont en général sujets à des environnements 

communs qui influencent aussi le microbiote. Chez la souris, la mutation spécifique 

du gène codant la pyrine influence la diversité du microbiote intestinal [164]. 

L’influence de la génétique de l’hôte sur la composition du microbiote a récemment 

pu être analysée par génétique quantitative [165]. Cette analyse a révélé une 

association entre la variation génétique de l’hôte et l’abondance de 4 phyla majeurs 
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(Bacteroidetes, Firmicutes, Proteobacteria et Actinobacteria). Ces variations 

génétiques sont présentes au niveau de gènes jouant un rôle important dans 

l’immunité de la muqueuse. Par exemple, le genre Lactococcus a été associé avec 

les gènes Irak3, Ifng et Il22. 

D’autres gènes de l’immunité ont été directement associés à des changements de 

flore chez la souris comme Tlr5 [166], Tlr2 [167] et des gènes de la voie de 

signalisation de l’IFN [168]. 

Les facteurs génétiques impliqués dans l’immunité de l’hôte semblent donc intervenir 

pour contrôler le maintient et la stabilité du microbiote intestinal. 

4.3. Prise d’antibiotiques 
 
Le microbiote humain peut être affecté de façon négative par des facteurs extérieurs, 

incluant les traitements antibiotiques [169, 170]. Les traitements antibiotiques 

peuvent conduire à une sélection de genres bactériens résistants et à une 

modification de la flore exerçant un effet barrière ce qui rend la colonisation par les 

pathogènes plus aisée [171]. Une prise d’antibiotique durant une durée limitée peut 

résulter en changements stables sur le long terme du microbiote fécal humain [172, 

173]. Mais il est difficile de comparer des variations de flore chez l’Homme aux vues 

de la variation interindividuelle due à l’environnement et aux facteurs génétiques. 

Des études sur le microbiote de souris congéniques hébergées dans un 

environnement contrôlé sont donc plus faciles à effectuer pour s’affranchir de ces 

effets « extérieurs » malgré que la composition du microbiote soit quelque peu 

différente entre chaque individu. Dans ces conditions, l’administration d’antibiotiques 

peut entraîner des changements permanents de la diversité de la flore intestinale 

suivant le type d’antibiotique administré. Ainsi, suite au traitement par un cocktail 

d’antibiotique composé d’AMB (Amoxicillin, metronidazole, bismuth) la flore 

intestinale pourra être restaurée alors que suite à la prise de céfoperazone va 

apparaître des changements de la flore pouvant perdurer jusqu’à 6 semaines après 

l’arrêt du traitement [174].  

4.4. Les conditions d’hygiène 
 
Bien que l’hygiène soit un facteur protecteur à l’encontre des maladies infectieuses, 

la théorie de l’hygiène suggère que l’excès d’hygiène de la société moderne dans les 
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pays développés est également un facteur de risque pour le développement de 

désordres médiés par l’immunité. L’établissement et le développement d’un 

microbiote intestinal normal requièrent une exposition continue aux bactéries, 

processus compromis en condition d’hygiène excessive. L’acquisition d’un microbiote 

adulte optimal nécessite une exposition continue aux bactéries de l’environnement 

pour établir une biodiversité et un processus de sélection ce qui permettra un bon 

développement et maturation de l’intestin et de l’immunité [175]. 

4.5. La production de mucus 
 
La couche de mucus, recouvrant la lumière intestinale, est sécrétée par les cellules 

caliciformes et les cellules épithéliales. Elle favorise l’élimination du contenu intestinal 

et constitue une première ligne de défense à l’encontre des lésions physiques et 

mécaniques pouvant être induites par l’ingestion d’aliments et de bactéries.  

Le mucus est principalement composé de mucines, des glycoprotéines codées par 

les gènes MUC1 à MUC20, participant à la formation d’une structure gélifiée à la 

surface de l’épithélium. Différents facteurs de l’hôte comme les hormones, les 

neuropeptides et les médiateurs inflammatoires (IL-1, IL-6, TNF et PGE2), peuvent 

induire l’exocytose des mucines [176]. Une fine couche de mucus recouvre 

l’épithélium de l’intestin grêle alors que dans le côlon l’épaisseur du mucus diffère, en 

augmentant graduellement du côlon proximal au rectum. Le mucus est composé 

d’une couche luminale peu visqueuse colonisée par les bactéries, alors qu’une 

couche plus visqueuse forme une zone de protection proche des cellules épithéliales 

dans laquelle la mobilité bactérienne est réduite empêchant l’invasion par les 

pathogènes [177, 178]. En plus de ce rôle dans la protection des cellules, le mucus 

constitue une source d’énergie bactérienne au travers des oligosaccharides le 

composant [126].  

4.6. Les peptides anti-microbiens 
 
La faible quantité de bactéries retrouvées dans la couche interne de mucus est 

également causée par des facteurs antimicrobiens sécrétés par les cellules 

épithéliales et les cellules de Paneth.  

Les peptides antimicrobiens sont des molécules ayant la capacité de tuer une variété 

de bactéries Gram positives et Gram négatives ainsi que certains champignons et 
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virus. La présence de régions hydrophobes et basiques dans leurs structures permet 

l’établissement d’interactions électrostatiques avec les phospholipides des 

membranes ou le peptidoglycane bactérien chargé négativement. Ces interactions 

permettent leur insertion dans les membranes cellulaires microbiennes et causent la 

formation de pores déstabilisant l’intégrité bactérienne. Les charges des 

phospholipides des membranes eucaryotes et procaryotes ne sont pas distribuées 

de la même façon, ce qui confère aux peptides antimicrobiens une spécificité d’action 

dirigée à l’encontre des bactéries [179]. Chez l’Homme, diverses protéines exercent 

des activités antimicrobiennes : les défensines, les cathélicidines et les lectines de 

type C.  

4.6.1. Les défensines 
 
Les défensines constituent la famille principale des peptides antimicrobiens. Ce sont 

des peptides de 2 à 6 kDa exprimés par les cellules épithéliales, les neutrophiles et 

les macrophages. Les défensines humaines peuvent être divisées en deux groupes : 

les -défensines et les -défensines. 

4.6.1.1. Les -défensines 
 
Les -défensines exercent leur activité anti-microbienne sur les bactéries Gram 

positives et négatives, les champignons, les virus et les protozoaires. Ces défensines 

peuvent elles-mêmes être subdivisées en deux parties en fonction du type cellulaire 

les produisant. Ainsi, il existe 4 -défensines produites par les neutrophiles, les 

HNP1 à HNP4 (Human neutrophil peptide) et seulement 2 sont exprimées par les 

cellules de Paneth de l’intestin grêle, HD-5 et HD-6 (Human defensin) chez l’Homme 

[180]. Il faut noter que HD-5 et HD-6 sont également retrouvées dans le côlon mais 

dans ce cas leur expression est beaucoup plus faible que dans l’iléon [181]. 

Chez la souris, les -défensines sont appelées cryptidines, mais sont seulement 

sécrétées par les cellules de Paneth dans l’intestin. Plus de 20 cryptidines différentes 

ont été décrites au niveau transcriptionnel [182] mais seulement 6 cryptidines ont 

montré un effet antimicrobien in vitro [183]. D’autres peptides cationiques à activité 

antimicrobienne sont retrouvés au niveau intestinal chez la souris. Ces peptides, 

similaires au -défensines, sont appelés les cryptdin-related sequence (CRS) 

peptides [184, 185]. 
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Les -défensines ne sont pas produites sous forme active. Les cellules de Paneth 

relarguent une pro-forme inactive de défensine qui doit être clivée pour acquérir son 

activité. Les enzymes participant à ce processus enzymatique sont : la trypsine dans 

le cas de la défensine HD5 ou encore la metalloprotéinase 7 (MMP-7 encore appelée 

matrilysine) pour les cryptidines murines [186-188]. 

4.6.1.2. Les -défensines 
 
Exprimées principalement par les entérocytes dans l’intestin, les -défensines ont un 

rôle antimicrobien identique aux -défensines et jouent un rôle dans la 

chimioattraction des cellules dendritiques et des lymphocytes T [180]. Les -

défensines HBD1 et HBD2 (human beta defensin) peuvent être respectivement 

exprimées de façon indépendante ou dépendante du microbiote intestinal. Mais, la 

plupart des -défensines épithéliales sont induites par des stimuli pro-inflammatoires 

tels que le TNF, l’IL-1, l’IL-6 et ceci de façon dépendante de NF-B [189].  

4.6.2. Les Cathélicidines  
 
Ces peptides antimicrobiens exercent leur action par des mécanismes similaires aux 

défensines sur les bactéries Gram positives et négatives et sur les champignons. Les 

cathélicidines sont exprimées dans de nombreux tissus tels que la moelle osseuse, 

le thymus, le foie, la rate et l’estomac. Elles sont retrouvées de façon abondante 

dans les granules des neutrophiles et cellules épithéliales [180]. Un gène unique 

chez l’Homme et la souris code les deux principales cathélicidines, les peptides 

LL-37 et CRAMP (cathelin-related antimicrobial peptide). Le peptide LL-37, seule 

cathélicidine existante chez l’Homme, est généré par clivage de sa proforme 

hCAP-18 par la protéinase 3, [190]. Au-delà de leurs rôles anti-microbien les 

cathélicidines ont un pouvoir chimioattractant, induisent et relargaguent des 

médiateurs inflammatoires comme les chimiokines, et peuvent neutraliser des 

endotoxines bactériennes [186]. 

Le peptide LL-37 exprimé indépendamment du microbiote par les monocytes, les NK, 

les cellules B et les cellules T  peut ainsi recruter des monocytes, des 

macrophages et des cellules T par chimiotactisme. Leur expression est augmentée 

par des motifs bactériens tels que le LPS (lipopolysaccharide) et l’acide 

lipotéichoïque chez les mastocytes [180]. 
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4.6.3. Les lectines de type C Reg3 et Reg3  
 
Les lectines de type C sont des protéines capables de fixer des sucres de façon 

dépendante du calcium. Ces protéines, comme la PAP (pancreatic-associated 

protein) peuvent exercer un rôle antimicrobien. La PAP, exprimée par les entérocytes 

et les cellules de Paneth chez l’Homme, possède un homologue murin mieux décrit, 

Reg3 (Regenerating islet-derived protein 3). Reg3 médie spécifiquement 

l’élimination des bactéries Gram positives grâce à sa capacité à lier le 

peptidoglycane [191] après avoir été activé par clivage par la trypsine [192]. La 

recolonisation bactérienne de souris axéniques augmente son expression [193] alors 

qu’un traitement antibiotique [194] et la déficience en MyD88 chez la souris 

provoquent une réduction de son expression [195]. Ainsi, l’expression de Reg3 est 

induite par la flore et en particulier le LPS bactérien [194] par l’intermédiaire des TLR. 

La lectine Reg3, de la même famille que Reg3, pourrait être induite par TLR2 

après infection à Yersinia pseudotuberculosis [196]. 

4.6.4. Les peptides à activité enzymatique 
 
La déstabilisation des parois bactériennes peut également être initiée par des 

peptides à activité enzymatique tels que le lysozyme et la phospholipase A2. Dans 

l’intestin, ces molécules sont sécrétées de façon constitutive par les cellules de 

Paneth. La production de lysozyme conduit à la dégradation enzymatique du 

peptidoglycane, composant la paroi des bactéries Gram positives. Retrouvée de 

façon ubiquitaire, la phospholipase A2 conduit à l’hydrolyse des phospholipides 

composant les membranes bactériennes. Une autre enzyme de la famille des 

ribonucléases exerce une action antimicrobienne à l’encontre des bactéries Gram 

positives et Gram négatives, l’angiogénine 4 (Ang-4). Cette protéine est exprimée de 

façon dépendante du microbiote par les cellules de Paneth mais son mécanisme 

d’action reste indéterminé [180]. 

4.7. La production IgA 
 
Le contrôle des contacts entre cellules épithéliales et bactéries représente un moyen 

important mis en œuvre par le système immunitaire de l’hôte pour limiter l’invasion 

bactérienne dans les muqueuses. Dans un objectif de surveillance et de contrôle, le 

système immunitaire sécrète des IgA afin de réduire la densité des bactéries 
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associées aux muqueuses [197], réduisant ainsi la pénétration bactérienne au sein 

de l’épithélium intestinal [198]. Les IgA dirigées à l’encontre des bactéries intestinales 

sont produites à l’aide des cellules dendritiques qui sont capables de capter les 

bactéries dans les muqueuses et plus particulièrement au niveau des GALT. 

L’interaction entre cellules dendritiques et lymphocytes B dirigera alors la 

différenciation de ces dernières pour produire des IgA [199]. La liaison des IgA aux 

bactéries intestinales pourra ensuite prévenir leur pénétration dans les tissus de 

l’hôte.  
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Chapitre 4 : De la maladie de Crohn au cancer colorectal 
 

1. La maladie de Crohn 

1.1. Généralités 
 
Les maladies inflammatoires chroniques de l’intestin (MICI) sont caractérisées par 

une inflammation chronique du tractus gastro-intestinal chez des individus 

génétiquement prédisposés et exposés à des facteurs de risque environnementaux. 

Ce type de pathologie regroupe la colite ulcérative et la maladie de Crohn (MC) mais 

dans ce travail de thèse seul la MC sera exposée.  

La maladie de Crohn a été décrite en 1932 par le Dr Burril B. Crohn. Elle est 

caractérisée par une inflammation discontinue, transmurale (pouvant affecter toutes 

les couches de la paroi intestinale) et souvent granulomateuse. L’inflammation peut 

apparaître tout le long du tractus gastro-intestinal de la bouche à l’anus mais elle est 

souvent limitée à l’iléon et au côlon [200]. Certains patients atteints de la maladie de 

Crohn présentent une diminution du diamètre de la lumière intestinale, ou sténose, 

due à une accumulation importante de macrophages et de cellules lymphoïdes dans 

la lamina propria. La MC se traduit, au niveau clinique, par des diarrhées, des 

douleurs abdominales, des saignements rectaux et une perte de poids. Ces 

symptômes peuvent être associés à une fistulisation dans la peau et les organes 

internes. Ces phases actives de la maladie sont séparées par des phases de 

rémission plus ou moins longues en faisant une pathologie chronique. 

1.2. Epidémiologie 
 
L’épidémiologie de la MC présente des variations importantes à travers le monde. 

L’industrialisation et le niveau de développement des pays semblent être corrélés à 

l’incidence de ces maladies. Ainsi, on note les prévalences les plus fortes en 

Amérique du nord et en Europe (Figure 12). L’incidence annuelle de la MC est 

estimée en Europe, entre 0,3 et 12,7 cas pour 100 000 et la prévalence est de 0,6 à 

322 cas pour 100 000. L’incidence est en augmentation depuis les années 1930 

laissant penser que la prévalence va encore augmenter dans les années à venir. En 

Europe de l’ouest, la MC touche plus particulièrement les femmes (tendance 

retrouvée en France) mais globalement la répartition mondiale homme/femme 
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semble équilibrée. De plus, il faut noter que l’incidence est plus élevée chez les 

individus âgés de 20 à 29 ans [201, 202].  

 

 
Figure 12 : Incidence et prévalence mondiale de la maladie de Crohn [201]. 

 

En France, un gradient nord-sud d’incidence de la MC est observé. Le nord de la 

France présente l’incidence la plus forte de la MC en France constituant un réel 

problème de santé publique dans la région Nord Pas de Calais. Depuis 1988, les 

patients atteints de MICI sont recensés dans un registre, appelé EPIMAD, dans le 

but de regrouper des données épidémiologiques [203].  

1.3. Thérapies 
 
Les traitements existant de la maladie de Crohn ont pour objectif de réduire et de 

prévenir l’inflammation de la muqueuse intestinale, de traiter les symptômes liés à la 

maladie aiguë comme la douleur et de limiter la chronicité de la maladie. Ainsi, il est 

possible de distinguer les traitements d’induction utilisés lors des poussées 

inflammatoires et ceux de maintenance utilisés en traitement de fond pour maintenir 

la rémission. 

Les dérivés aminosalicylés (acide 5-aminosalicylique (5-Asa) ou mésalazine) 

montrent peu d’effet chez les patients atteints de la MC. Alternativement, les 

corticoïdes sont utilisés pour traiter les poussées inflammatoires en association avec 
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un traitement de maintenance composé d’immunosuppresseurs tels que 

l’azathioprine, le 6-mercaptopurine et le methotrexate [204]. L’utilisation de 

traitements biologiques comme l’anti-TNF constitue un progrès dans le traitement 

de la MC mais le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques permettrait 

de pallier aux effets secondaires de certaines drogues ou à l’absence de réponse 

chez certains patients. 

1.4. Facteurs influençant l’apparition de la MC 
 

Bien que l’étiologie précise de la MC demeure inconnue, les données 

épidémiologiques mettent en cause des dérégulations de la réponse immune à 

l’encontre de la flore intestinale. La prédisposition génétique de l’hôte et le contexte 

environnemental participerait également à l’apparition et la réactivation de la maladie. 

(Figure 13) 

 

 
Figure 13 : La maladie est Crohn est un désordre multifactoriel [205]. 

Elle implique la susceptibilité génétique de l’hôte, le microbiote intestinal, des facteurs 
environnementaux et le système immunitaire de l’hôte. 
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1.4.1. Facteurs génétiques 
 
L’étude des facteurs génétiques repose sur l’observation de formes familiales [206, 

207] de Maladies de Crohn (MC) et sur la concordance de cette maladie chez les 

Jumeaux monozygotes [208-210]. 

La maladie de Crohn est une maladie polygénique. Les études génétiques et en 

particulier les études d’association sur le génome entier (genome wild association 

studies ou GWAS) ont permis d’identifier à ce jour 71 loci conférant une susceptibilité 

à la MC [211]. Les neuf loci les mieux décrits sont nommés IBD1 à 9 (Inflammatory 

Bowel diseases) et sont placés sur diverses régions chromosomiques. Ces loci 

codent, entre autres, pour des gènes impliqués dans l’immunité innée 

(NOD2/CARD15, TLR4, CARD9), la régulation des lymphocytes T et B, l’autophagie 

(ATG16L1, IRGM (Immunity-related GTPase family M protein), NOD2), la 

maintenance de l’intégrité de la barrière épithéliale et l’induction de la réponse 

immunitaire acquise [200, 212]. 

Certaines associations ont pu être confirmées comme le locus IBD1 présent sur le 

chromosome 16 codant pour le gène CARD15/NOD2 comportant des 

polymorphismes associés à la MC [213, 214]. Un patient sur deux atteint de la MC 

présente au moins une mutation du gène Nod2 en faisant un gène majeur de 

prédisposition de cette maladie. Il existe 3 polymorphismes principaux de NOD2 

ayant été associés à la MC : deux substitutions d’acides aminés Gly908Arg, 

Arg702Trp et une mutation résultant de l’insertion d’une cytosine dans le cadre de 

lecture de la Leu1007 (mutation Leu1007fsinsC) provoquant un changement du 

cadre de lecture lors de la traduction [213]. Ces mutations sont localisées au sein ou 

à proximité du domaine de reconnaissance des ligands et confèrent au patient un 

phénotype perte de fonction. Les mutations de NOD2 constituent seulement des 

facteurs de susceptibilité de la MC mais ce facteur de risque seul ne suffit pas pour 

induire la maladie. C’est ce qui peut être observé dans le modèle de souris 

déficientes pour NOD2 qui ne développent pas d’inflammation intestinale spontanée 

[215]. 
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1.4.2. Facteurs environnementaux 
 

L’industrialisation et l’urbanisation des sociétés sont associées avec des 

changements à l’exposition microbienne, l’hygiène, l’alimentation, la 

médicamentation, le style de vie et la pollution. Tous ces facteurs peuvent constituer 

un risque environnemental pouvant être associé aux MICI. 

1.4.2.1. Le tabac et l’appendicectomie 
 
La consommation de tabac et l’appendicectomie sont les seuls facteurs reconnus 

comme favorisant l’apparition de la MC. Le risque de développer une maladie de 

Crohn est plus élevé chez les fumeurs et la consommation de tabac entraîne une 

évolution de la maladie plus sévère en augmentant le nombre de poussées 

inflammatoires [216-218]. De plus, l’arrêt de la consommation de tabac est bénéfique 

pour les patients. 

On note également une augmentation du risque de développer la MC après 

appendicectomie. Ce risque est variable en fonction du sexe et de l’âge du patient 

ainsi que des complications liées à l’appendicite [219, 220].  

1.4.2.2. Alimentation et maladie de Crohn 
 
L’alimentation des pays développés est très différente de celle des pays en voie de 

développement. Comme nous avons pu le voir précédemment, l’alimentation des 

pays industrialisés et très riche en graisses et protéines et pauvre en fruits et 

légumes ce qui influence directement l’équilibre du microbiote intestinal. 

L’augmentation du risque de développer la MC a été souvent associée à divers 

composés alimentaires comme les graisses, les sucres, les protéines et la viande. Au 

contraire, la diminution du risque de MC a été souvent associée à la consommation 

de poisson, d’œufs, de fruits et légumes et de fibres. Mais ces observations restent 

des associations et non des facteurs causaux comme en témoignent l’hétérogénéité 

des résultats obtenus dans les différentes études [221]. 

1.4.2.3. Prise d’antibiotiques et maladie de Crohn 
 
On note une augmentation de l’utilisation d’antibiotiques dans les pays industrialisés. 

Des études cliniques ont montré que les patients atteints de MC on reçu plus 

d’antibiotiques avant le diagnostic de la maladie que des témoins sains [222]. 
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D’autres études ont montré que la consommation d’antibiotiques dans l’enfance 

augmenterait le risque d’apparition de MC pédiatrique en corrélation avec le nombre 

de prises des médicaments [223, 224] 

1.4.2.4. Autres facteurs environnementaux 
 
Quelques études ont investigué la contribution de la pilule contraceptive dans le 

développement des MICI. Malgré le manque d’association causale, il semblerait que 

les contraceptifs oraux constituent un facteur de risque accru [225]. 

Etant donné la disparité de la prévalence de la MC entre les différentes zones 

géographiques la piste de l’exposition solaire a été étudiée. En France 

métropolitaine, il semblerait que l’incidence de la MC soit inversement proportionnelle 

à l’ensoleillement. Cette association pourrait être la résultante d’un défaut de 

production de vitamine D suite à une faible exposition au soleil [226].  

1.4.3. Rôle de l’immunité innée dans le développement de la MC 

1.4.3.1. Dérégulation de l’immunité innée  
Nod2 

Comme nous l’avons vu plus haut, les mutations du gène Nod2 ont été associées à 

la MC. Ces mutations, localisées au sein ou à proximité du domaine de 

reconnaissance des ligands, ont été associées à une diminution de l’activation de 

NFB en réponse au MDP empêchant ainsi l’élimination des bactéries [71, 227]. Il 

est cependant encore difficile d’établir quels sont les mécanismes reliant les 

mutations de Nod2 avec l’apparition de la maladie. Deux hypothèses principales 

établissent un lien entre ces deux événements. 

 

La première hypothèse suggère que la perte de fonction de NOD2 provoque une 

réduction de la production de peptides antimicrobiens dans les cellules épithéliales 

intestinales. Cette diminution conduit à un défaut de la fonction barrière permettant 

ainsi la pénétration de bactéries luminales dans l’épithélium et entraînerait 

l’établissement de l’inflammation (Figure 14). En effet, Nod2 contribue au maintien de 

la fonction barrière en participant à la production de peptides antimicrobiens (décrit 

plus bas). 
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Figure 14 : La production en défensines est altérée dans un contexte Nod2 muté [228]. 

En conditions physiologiques Nod2 permet la production de défensines par l’intermédiaire de NFB 
contrôlant ainsi la charge bactérienne en contact avec l’épithélium intestinal (Partie gauche du 
schéma). La perte de fonction du gène Nod2 entraîne une diminution de la quantité de défensines 
produites par les cellules de Paneth conduisant à une augmentation de la charge bactérienne 
intestinale ce qui pourrait faciliter l’inflammation (Partie droite du schéma).  
 
La deuxième hypothèse propose que NOD2 puisse réguler négativement les 

réponses initiées par les TLR participant à la mise en place de la tolérance 

intestinale. Plusieurs arguments sont en faveur de cette hypothèse. Tout d’abord 

l’activation de NOD2 par son ligand, le MDP, peut réduire la production de cytokines 

inflammatoires induite par TLR2 [229]. De plus, des souris portant le transgène Nod2 

présentent des réponses TLR diminuées [230]. Puis, les souris déficientes pour le 

gène Nod2 présentent une surexpression des TLR2 et 4 [231]. Enfin, l’action 

régulatrice de NOD2 résulterait de l’activation de IRF4 (IFN regulatory factor 4), 

inhibiteur des TLR [9]. (Figure 15) 
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Figure 15 : Régulation négative le la voie des TLR par Nod2 [228]. 

Chez les cellules présentatrices d’antigènes Nod2 induit l’expression de régulateurs de la voie de 
signalisation des TLR tel que IRF4. Cette régulation négative contribuerait au maintient d’une réponse 
pro-inflammatoire faible en vue de maintenir l’homéostasie intestinale (Partie gauche du schéma). La 
régulation de la voie des TLR ne serait pas effective si Nod2 est muté pouvant provoquer une réponse 
inflammatoire conduite par les TLR en réponse au microbiote intestinal (Partie droite du schéma).  
 

Autophagie 

L’autophagie étant un mécanisme important pour l’élimination des pathogènes 

intracellulaires [232], une déficience dans un de ses régulateurs pourrait conduire à 

la persistance des micro-organismes et à une inflammation. Deux polymorphismes 

de gènes impliqués dans l’autophagie sont associés à la MC, ATG16L1 et IRGM. Les 

souris déficientes pour IRGM sont incapables d’éliminer les pathogènes 

intracellulaires tels que Listeria monocytogenes et Toxoplasma gondii [233]. 

Récemment un troisième gène, dont les polymorphismes sont déjà connus pour leur 

implication dans la MC, a été relié à l’autophagie : Nod2. NOD2 participe à 

l’autophagie des bactéries invasives en recrutant la protéine ATG16L1 au site 

d’entrée de la bactérie [88]. Ce lien entre deux gènes de susceptibilité à la MC 

suggère qu’une dérégulation de l’axe NOD2/ATG16L1 pourrait favoriser l’apparition 

la maladie. 



 72

 
Figure 16 : Rôle des mutations de Nod2 et Atg16l1 dans l’autophagie [234]. 

L’autophagie contrôle l’inflammation en participant par exemple à la maturation de l’IL-1 et l’IL-18 
chez les macrophages. En présence de mutations de Nod2 et/ou d’Atg16l1 l’autophagie est diminuée 
pouvant conduire à un défaut d’élimination des pathogènes et des virus, à un défaut de présentation 
antigéniqe par le CMH de classe II et à un défaut de production et d’activation de l’IL-1. 

1.4.4. Le microbiote dans le développement de la MC 
 

L’implication du microbiote dans l’établissement de la MC est confortée par 

l’utilisation de traitements antibiotiques montrant un effet bénéfique chez les patients 

[235]. D’autre part, les régions de l’intestin présentant de fortes densités 

bactériennes comme le côlon présentent des lésions inflammatoires plus 

prononcées. Au contraire, des traitements à base de probiotiques (E.coli Nissle [236], 

Saccharomyces boulardii [237]) peuvent améliorer la colite. 

Des modèles murins expérimentaux appuient également cette hypothèse puisque 

l’absence de flore empêche l’apparition de colite chez les souris déficiente pour l’IL10 

présentant habituellement des colites spontanées [238]. Chez ces souris 

l’introduction de Lactobacillus sp prévient l’apparition de colites alors que la 

monoassociation de souris IL10 KO avec E.faecalis ou E.coli [239, 240] entraîne une 

colite. 

Le développement de la MC semble donc associé à une modification de la flore 

intestinale. Bien que l’implication d’un agent pathogène particulier dans le 
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développement de la MC soit peu probable, un déséquilibre qualitatif et quantitatif du 

microbiote intestinal, appelé dysbiose, pourrait intervenir. 

1.4.4.1. Dysbiose chez les patients atteints de MC 
 
Les études du microbiote intestinal chez les patients atteints de MICI ont montré une 

perte de diversité microbienne ainsi qu’un nombre accru de bactéries associées aux 

muqueuses en comparaison avec des individus sains [241]. Les patients atteints de 

MC montrent une perte de diversité bactérienne au niveau de la muqueuse 

conséquente d’une diminution des Bacteroidetes et des Firmicutes (Figure 17) en 

particulier les Lachnospiraceae et d’un enrichissement en Proteobacteria, 

Actinobacteria et Bacillus [242]. On note une réduction de bactéries ayant des 

propriétés anti-inflammatoires et une augmentation des bactéries pro-inflammatoires. 

Une réduction de l’espèce Faecalibacterium prausnitzii, présentant des propriétés 

anti-inflammatoires, a également pu être observée chez les patients Crohn [243]. Au 

contraire, l’abondance des Enterobacteriaceae est augmentée chez les patients 

durant les phases actives de la maladie, et en particulier la souche Escherichia coli 

entéroinvasive, associée à la muqueuse intestinale [244].  

Les souris déficientes pour Nod2 ainsi que les patients porteurs d’une mutation du 

gène Nod2 présentent une composition altérée de leur microbiote intestinal et des 

quantités élevées de bactéries au niveau de leurs muqueuses iléales et de leurs 

fèces [245]. Cette altération microbienne supporte l’hypothèse qu’un 

dysfonctionnement de Nod2 pourrait conduire à une dysbiose responsable de la 

rupture de l’homéostasie et prédisposant à une inflammation. 

 

 
Figure 17 : Dysbiose chez les patients atteints de la MC [246]. 

Répartition des phyla bactériens chez des individus sains et chez des patients atteints de la MC.  
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De plus, la transmission de bactéries commensales colitogènes peut déclencher une 

colite. Ainsi, les souris déficientes pour les gènes Rag-2 (Recombination activating 

gene 2 codant une enzyme permettant la synthèse des récepteurs de cellules T et 

d’Ig) et T-bet (T-box transcription factor) présentent une dysbiose et développent des 

colites spontanées [247]. Cette colite peut être transmise par la mère à des 

souriceaux WT suggérant une transmission par l’intermédiaire du microbiote 

intestinal [248]. 

1.4.4.2. Facteurs de l’hôte affectant la composition du microbiote 
favorisant la MC 

 

Les jonctions serrées dans la MC 

La barrière intestinale participe au maintien de l’homéostasie. Par conséquent son 

intégrité est un facteur important dans la pathogénèse intestinale. Les patients 

atteints de la MC présentent une augmentation de la perméabilité de la barrière 

intestinale. Cette perméabilité accrue résulte de la diminution de l’expression des 

protéines composant les jonctions serrées telles que la E-cadérine, la -caténine 

[249] et les claudines [250]. 

 

La production de mucus dans la MC 

Une production de mucus normale ou plus abondante a pu être observée chez les 

patients atteints de la MC [251, 252]. En effet, cette production accrue de mucus 

résulterait de l’induction de facteurs de croissance permettant la différenciation des 

cellules caliciformes du côlon chez les patients durant l’inflammation. De plus, 

l’expression des gènes Muc1 et Muc4, codant pour les protéines du même nom 

participant à la formation du gel de mucus présentent une expression accrue dans le 

côlon des patients [253]. Des changements dans la composition en mucines 

pourraient affecter la formation du gel de mucus et le rendre incapable de procurer 

une protection adéquate pour la muqueuse vis-à-vis des bactéries intestinales 

pathogènes. Pour preuve, les bactéries intestinales retrouvées chez les patients 

atteints de MICI sont capables de pénétrer dans le mucus plus profondément et 

pourraient par conséquent envahir plus aisément la muqueuse [254]. Outre sa 

composition, certaines espèces bactériennes peuvent fragiliser le mucus et sont 

retrouvées en quantité plus importante chez les patients. C’est le cas de 

Ruminococcus gnavus et Ruminococcus torques sécrétant des glycosidases 
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capables de dégrader les mucines et en particulier MUC2 [255]. Cette fragilisation de 

la matrice de mucines par Ruminicoccus pourrait ainsi faciliter la dégradation du 

mucus par les autres bactéries. 

 

La production de peptides antimicrobiens dans la MC 

Le nombre important de bactéries retrouvées dans la muqueuse intestinale des 

patients atteints de MC résulte, en partie, d’un défaut de production de peptides 

antimicrobiens par les cellules épithéliales intestinales. Chez ces patients, la 

production des -défensines HD5 et HD6 iléales par les cellules de Paneth est 

réduite, et d’autant plus si ils sont porteur d’une mutation du gène Nod2 [82]. 

L’expression du transgène codant pour HD5 dans un modèle murin peut modifier la 

composition des bactéries commensales de l’intestin grêle [3], confirmant ainsi 

l’importance des défensines sur les communautés microbiennes intestinales. 

Dans la MC colonique, une diminution de la production des -défensines HBD1, 

HBD2, HBD3 et HBD4 ainsi que la cathélicidine LL-37 par les entérocytes a été 

également rapportée [256, 257]. Dans le cas de HBD1, l’expression de cette 

défensine serait maintenue dans les cellules épithéliales grâce au récepteur 

nucléaire PPAR (peroxisome proliferator-activated receptor gamma) [258]. 

Chez la souris Nod2 déficiente, a été également observée une diminution des 

défensines Defcr4 (Defensin-related cryptdin 4) et Defcr-rs10 (Defensin-related 

cryptdin (Defcr)–related sequence 10) après infection bactérienne. Ceci suggère 

l’implication de NOD2 dans la production de peptides antimicrobiens, indispensables 

à la protection contre l’infection [4]. D’autres PRR participent à la production de 

peptides antimicrobiens, comme Reg3 et Reg3 dont l’expression a été montrée 

comme dépendante de MyD88, l’adaptateur principal des TLR, mais indépendante 

de NOD2 [259]. 

Outre les récepteurs innés, la production de peptides antimicrobiens peut également 

être modulée par l’autophagie. Ainsi, la déficience du gène ATG16L1 chez la souris 

ou une mutation chez l’Homme résulte en une diminution et une désorganisation des 

granules des cellules de Paneth contenant les défensines [260]. Les polymorphismes 

Nod2 et Atg16l1 peuvent donc interférer dans la production de défensines. 
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La production d’IgA dans la MC 

Les IgA maintiennent l’homéostasie entre l’hôte et les bactéries commensales. La 

production d’IgA est dépendante de la flore. Ainsi, on note une moins forte 

production d’IgA avec une stimulation par des bactéries Gram positives en 

comparaison avec des bactéries à Gram négatives. Mais il existe certaines espèces 

bactériennes qui jouent un rôle plus important dans la production d’IgA. C’est le cas 

de l’espèce SFB (Segmented Filamentous Bacteria), appartenant aux Clostridiales 

qui est capable d’induire la production d’IgA au niveau muqueux [261]. 

Malgré le rôle protecteur exercé par les IgA à l’encontre des pathogènes, une 

production trop importante peut promouvoir l’inflammation en réduisant la quantité 

des bactéries protectrices intestinales. C’est certainement ce qui peut être observé 

chez les patients atteints de MICI. En effet, les patients atteints de MICI présentent 

une augmentation de leurs cellules productrices d’IgA et d’IgG corrélée à la sévérité 

de l’inflammation [262]. De plus, chez ces patients on retrouve des anticorps dirigés 

à l’encontre de micro-organismes ou d’antigènes de micro-organismes comme des 

anticorps anti-Saccharomyces cerevisae [263]. 

2. Conséquence aux MICI le cancer colorectal 

2.1. Facteurs de risque 
 
Plus de 1 million de nouveaux cas de cancer colorectal (CCR) sont diagnostiqués 

chaque année et cette pathologie est la 3ème plus commune des cancers en terme de 

fréquence. Le CCR peut avoir pour causes des facteurs génétiques familiaux, des 

facteurs environnementaux, la présence d’agents bactériens spécifiques ou encore 

une inflammation intestinale chronique. 

Les patients atteints de MICI présentent un risque accru de développer un CCR. Bien 

que ce risque soit plus particulièrement corrélé à la colite ulcérative il a également 

récemment été associé à la maladie de Crohn. Les patients atteints de la MC 

présentent un risque augmenté de 2 à 3 fois de développer un CCR en comparaison 

avec une population standard du même âge. De plus, il semblerait que le CCR 

apparaisse plus tôt chez les patients atteint de la MC, en moyenne autour de 50 ans, 

soit 20 ans plus tôt que la population standard [264]. 

NOD2 étant un des facteurs majeur de prédisposition à la MC, plusieurs études ont 

cherché à associer les mutations de ce gène avec l’apparition du cancer colorectal. 
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Malgré des résultats contradictoires entre les différentes populations étudiées, une 

méta-analyse a pu associer les polymorphismes R702W, G908R et 3020insC avec 

une augmentation du risque de CCR dans des populations Caucasiennes [265]. Mais 

le rôle de Nod2 dans l’apparition du cancer colorectal reste ambigu.  

2.2. Inflammation et CCR  
 
Trois étapes importantes dirigent la carcinogenèse : l’initiation tumorale, la promotion 

tumorale et la progression tumorale. Durant la phase initiatrice des lésions 

permanentes de l’ADN cellulaire ont lieu en réponse à des mutagènes physiques ou 

chimiques ayant pour conséquence l’activation d’oncogène ou l’inactivation de gènes 

suppresseurs de tumeurs. Puis, durant la promotion tumorale, les cellules 

génétiquement altérées se multiplient consécutivement à une augmentation de la 

prolifération ou une réduction de l’apoptose cellulaire pour former une tumeur. Enfin, 

durant la phase de progression, la tumeur s’étend et peut migrer vers des sites 

secondaires (formation de métastases) [266]. 

Certains médiateurs de l’inflammation peuvent contribuer aux différentes étapes de 

la carcinogenèse. Ainsi, le mécanisme principal pouvant initier la tumorigenèse est le 

stress oxydatif. Suite à un stimulus pro-inflammatoire, l’expression de l’enzyme iNOS 

(inductible nitric oxide synthase) par l’intermédiaire de NFB permet la production 

d’espèces réactives oxygénées (ROS) et nitrogénées (RNS) exerçant un effet 

mutagène sur l’ADN cellulaire [267].  

L’ablation de NFB dans les cellules épithéliales et myéloïdes conduit à une 

diminution de la tumorigenèse en restaurant la balance entre croissance et apoptose 

cellulaire [268]. Cette observation supporte une implication importante de la voie de 

signalisation NFB dans la tumorigenèse. En effet, NKB induit la production de Bcl2 

et Bcl-XL intervenant dans l’inhibition de l’apoptose [269]. De plus, cette voie initie la 

transcription de cytokines et chimiokines pro-inflammatoires telles que l’IL-1, le 

TNF, l’IL-8 et l’IL-6 ainsi que du médiateur inflammatoire COX2, favorisant la survie 

cellulaire et la croissance de la tumeur [266]. COX2 exerce son effet pro-tumoral par 

la production de la prostaglandine PGE2 (Prostaglandine E2) qui potentialise 

l’inflammation et inhibe l’apoptose. Ce médiateur est notamment retrouvé chez des 

patients atteints de CCR [270]. La progression tumorale est également facilitée grâce 

à l’angiogenèse favorisée par l’IL-8, l’IL-1, le TNF et la PGE2 modulant 
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l’environnement de la tumeur [269]. Enfin, NFB contribue à la dissémination du 

cancer en provoquant la synthèse de molécules d’adhésion, de MMP, de protéases 

et de chimiokines. (Figure 18) 

 

 
Figure 18 : Mécanismes de l’inflammation impliqués dans la tumorigenèse [269]. 

Au niveau des leucocytes intestinaux, l’activation de NFB par des signaux pro-inflammatoires 
provoque la production de facteurs pro-tumoraux comme L’IL-6, le TNF, l’IL-8 et COX-2 favorisant 
l’angiogenèse et la survie cellulaire. Au niveau épithélial, la production de ROS et RNS grâce à une 
augmentation de l’activité de iNOS induit des mutations de l’ADN initiant la tumorigenèse. L’activation 
de NFB régule l’expression des protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl-XL aidant à la progression 
tumorale. 
 

2.3. Microbiote et CCR 
 

Comme nous l’avons déjà vu précédemment le microbiote intestinal peut participer à 

l’établissement de l’inflammation. Et, une inflammation chronique favorise l’apparition 

du CCR. Par conséquent la composition bactérienne de l’intestin peut jouer un rôle 

dans l’établissement du CCR. 

Le développement du cancer associé à la colite (CAC) est dépendant de la 

composition qualitative et quantitative de la flore intestinale [271]. Dans le modèle de 

CCR chez des souris Il10 KO présensibilisées avec un carcinogène, l’AOM 

(azoxyméthane), en absence de microbiote, le développement de cancer n’est pas 

possible [272]. Ces résultats sont en faveur de l’implication de la flore dans le CCR. 

De plus, certaines souches bactériennes particulières pourraient promouvoir la 
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tumorigenèse. C’est les cas notamment de Bacteroides fragilis enterotoxinogène 

[273], Helicobacter spp [274] et Enterococcus faecalis [275]. En plus de son effet 

inflammatoire favorisant la tumorigenèse, le microbiote pourrait exercer son effet pro-

tumoral en provoquant l’activation métabolique de carcinogènes et de mutagènes 

comme c’est le cas pour l’AOM [276]. 
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Objectifs du travail de thèse 

 
Chez l’adulte, le tractus gastro-intestinal contient une multitude de bactéries 

commensales dont le nombre est estimé à 1014. Plusieurs genres bactériens sont 

retrouvés de façon majoritaire dans le côlon dont Bacteroides, Enterobacteriaceae, 

Clostridium et Bifidobacterium [103]. Les phyla les plus représentés étant les 

Firmicutes, les Bacteroidetes et les Proteobacteria. 

Ces populations bactériennes présentent de nombreux effets bénéfiques pour l’hôte 

en participant à la régulation des cellules immunitaires [142, 277] et en maintenant 

l’homéostasie intestinale. Le microbiote constitue également une barrière empêchant 

l’invasion de la muqueuse par des micro-organismes délétères. 

 

Une perte de l’homéostasie intestinale suite à l’expansion ou la perte de certains 

composants du microbiote peut entraîner des pathologies chez la souris et chez 

l’Homme. Une composition altérée de la flore intestinale, aussi appelée dysbiose, est 

un des facteurs favorisant le développement des MICI. 

Des différences de composition de microbiote intestinal ont été mises en évidence 

chez des patients atteints de MICI [246]. De plus, certaines souches pourraient 

intervenir de façon protectrice chez ces patients [6] alors que d’autres pourraient 

exercer un effet pro-colitogène [278]. 

D’autre part, les patients porteurs d’une mutation du gène Nod2 prédisposés au 

développement de MICI, ainsi que les souris déficientes pour Nod2 présentent des 

changements dans leur composition et leur charge bactérienne intestinale [245]. De 

plus, une dysbiose a également été observée chez des patients présentant un 

cancer colorectal [279], dont le risque de développement est accru chez les patients 

atteints de MICI. 

 

La flore elle-même aide au maintien de la barrière épithéliale en induisant la 

production de peptides antimicrobiens comme les défensines [280] et Reg3 [281] 

qui permettent l’élimination des bactéries indésirables.  

L’immunité innée participe également à la régulation du microbiote intestinal via les 

TLR et les NLR. NOD2 peut exercer son rôle dans le maintien de l’homéostasie de 

différentes façons. Tout d’abord, NOD2 est exprimé par les cellules de Paneth dans 
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l’intestin et permet la production de cryptdines [4], importantes pour lutter contre les 

bactéries pathogènes et limiter une multiplication trop importante des bactéries 

commensales. D’autre part, NOD2 est impliqué dans la défense intestinale en 

participant à la production de cytokines pro-inflammatoires [229]. En régulant le 

microbiote intestinal, NOD2 participerait donc au maintien de la tolérance. 

 

Dans ce contexte, au cours de mes trois années de doctorat, mes travaux se sont 

principalement portés sur l’étude des liens entre la régulation de l’inflammation 

intestinale et le développement de cancers colorectaux dans le modèle de cancer 

associé à la colite (CAC) combinant un carcinogène, l’azoxyméthane, et une colite 

chronique induite par du DSS. Je me suis notamment intéressée au rôle de Nod2, un 

facteur génétique connu comme prédisposant à la maladie de Crohn. Ce facteur se 

situe à l’interface entre le microbiote intestinal, les cellules épithéliales et les cellules 

immunitaires de l’hôte. Compte tenu du rôle de NOD2 dans la régulation du 

microbiote, j’ai également pu étudier l’impact de la flore intestinale et plus 

particulièrement de la dysbiose dans le développement de la colite et de la 

tumorigenèse. 
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Résultats 

Article 1 : NOD2-dependent licensing of the microbiota 
intrinsically prevents transmissible intestinal inflammation 
and tumorigenesis in mice. 

Aurélie Couturier, Thomas Secher, Ateequr Rehman, Robert Haesler, Ludovic 

Huot, Sylvain Normand, Teddy Grandjean, Aude Bressenot, Anne Delanoye-Crespin, 

Olivier Gaillot, Stefan Schreiber, Yves Lemoine, Bernhard Ryffel, David Hot, Gabriel 

Nùñez, Grace Chen, Philip Rosenstiel, Mathias Chamaillard. 

 

Article soumis dans « The Journal of Clinical Investigation » 

 

Problématique 

Les interactions entre l’hôte et les micro-organismes ont lieu principalement à la 

surface des muqueuses. La muqueuse intestinale a pour fonction principale 

d’assurer les échanges entre l’hôte, le microbiote intestinal et le contenu luminal du 

tube digestif. Le microbiote intestinal exerce des fonctions structurales et 

métaboliques essentielles à l’hôte et assure la protection de la barrière muqueuse à 

l’encontre des pathogènes. Cette protection apportée par la flore commensale, 

nécessite néanmoins une régulation fine afin d’éviter une réaction immunitaire 

inappropriée vis-à-vis des commensaux en vue de garantir l’homéostasie de la 

muqueuse intestinale. Cette régulation de l’écosystème bactérien et de ses 

interactions avec l’hôte est prise en charge par le système immunitaire. NOD2 peut 

participer à cette régulation par le contrôle de la charge et la composition bactérienne 

via la production de peptides antimicrobiens. La dysbiose et les mutations de Nod2 

ont pu être associées à la MC mais il reste à déterminer si la dysbiose peut suffire à 

provoquer la pathologie ou si elle en est la conséquence.  

 

Approche expérimentale et résultats de l’article 

Dans un modèle expérimental de colite et de cancer associé à la colite chez la 

souris, la déficience en Nod2, ou son adaptateur protéique Rip2, provoque une 

susceptibilité importante en comparaison à des animaux WT. De plus, une dysbiose 

du microbiote intestinal observée chez les animaux déficients peut être transférée 

par co-hébergement et par la mère. Une fois transférée la dysbiose semble alors 
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augmenter la susceptibilité d’animaux WT à ces deux modèles d’inflammation 

intestinale. Une sélection du microbiote intestinal à l’aide d’une antibiothérapie à 

large spectre ainsi qu’une réduction de l’inflammation par administration d’anti IL-6R 

est capable de réduire la susceptibilité des animaux à la tumorigenèse. D’autre part, 

le risque de colite peut être exacerbé chez des animaux WT par l’administration de 

microbiote intestinal issu de souris déficientes pour Nod2. Ces données indiquent la 

nécessité de la dysbiose  pour l’instauration d’un sur-risque. 

Par conséquent, NOD2 prend part à la régulation de la composition du microbiote ce 

qui participerait à la protection de l’intestin à l’encontre de lésions inflammatoires 

persistantes conduisant à des maladies inflammatoires chroniques de l’intestin. 
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ABSTRACT 

Instability in the composition of gut bacterial communities, referred as 

dysbiosis, has been associated with common human intestinal disorders such as 

Crohn’s disease and colorectal cancer. Here, we show that dysbiosis coupled with 

Nod2 deficiency is sufficient to cause a reversible and communicable risk for colitis 

and colitis-associated carcinogenesis in mice. Loss of either Nod2 or Rip2 resulted in 

a pro-inflammatory microenvironment that precipitated epithelial dysplasia upon 

chemical-induced injury that can be ameliorated by antibiotics or anti-IL-6R 

treatment. The genotype dependent disease risk was communicable through 

maternally-transmitted microbiota even to wild-type hosts. Importantly, the enhanced 

sensitization of the colonic mucosa to chemical insults was intrinsically conferred by 

fecal dysbiosis of Nod2- and Rip2-deficient mice even before disease onset. In 

addition, reciprocal microbiota transplantation rescued Nod2-/- mice from disease risk 

and led to long-term changes in intestinal microbial consortia. Conversely, disease 

risk was enhanced in wild-type hosts that were recolonized with fecal dysbiotic 

microbiota of Nod2-/- mice, demonstrating that licensing of dysbiotic microbiota is 

mandatory for disease risk. Altogether, our results unveil an unexpected function for 

Nod2 in shaping a protective assembly of gut bacterial communities. Intentional 

manipulation of disease predisposing genotype-driven dysbiosis may therefore 

represent a novel therapeutic approach. 
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INTRODUCTION 

The gut flora is composed of innumerable albeit highly diversified 

microorganisms that are dominated by Bacteroidetes, Firmicutes and Proteobacteria 

(1, 2). The coexistence of resident commensals with a single layer of epithelial cells 

plays a beneficial role in regulating both energy harvesting from our nutrients and the 

functionality of our immune system (3, 4). In the absence of commensals, the colonic 

mucosa displays defects in Goblet cells differentiation (5) and architecture of 

lymphoid tissues, including isolated lymphoid follicles (6). Importantly, not all 

commensals have the same potential to maintain such quiescent and protective 

immunity (7). It has therefore been speculated that disturbances of this balance state, 

herein referred as dysbiosis, may directly or indirectly contribute to pathogenesis of 

several immune-mediated intestinal illnesses, such as Crohn's disease (CD) and 

colitis-associated colorectal carcinoma (CAC). 

CD is characterized by relapsing-remitting inflammatory responses that have a 

tendency to develop where the bacterial load is the highest. As such, short-term 

antibiotic treatment is used as unspecific therapy in some CD patients (8). 

Noteworthy, certain Proteobacteria are increased whereas the abundance of 

Firmicutes members is decreased in CD that remains one of the major risk factor for 

CAC (9). Epithelial dysplasia in this setting is thought to result from impaired 

intestinal barrier function that conjointly depends on a loss of mutualistic 

communication between a consortium of microorganisms and host molecules, which 

remain almost entirely unknown. A clear understanding of the functional role of 

dysbiosis is thus necessary to address the issue if defined dysbiotic state is sufficient 

to instigate CD and/or CAC and to evaluate the potential preventive interventions 

targeting the gut microbiota in humans. 
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The nucleotide-binding oligomerization domain containing protein 2 (NOD2) is 

thought to play a decisive role in maintaining microbial tolerance at the intestinal 

barrier (10-13), but its role in inciting innate and adaptive immunity is complex (14-

16). NOD2 is composed of a C-terminal leucine-rich repeats region (LRR), a centrally 

located nucleotide-binding oligomerization domain and a N-terminal tandem of 

caspase recruitment domains (CARDs) that intracellularly interact with the adaptor 

Rip2 (17). Within the colonic mucosa, NOD2 is expressed by various cell populations, 

including epithelial and myeloid cells. In mice, genetic ablation of Nod2 results in 

enhanced abundance of both ileal- and fecal-associated Bacteroidaceae (18-20). 

Likewise, the CD-associated NOD2 variant L1007fsinsC is associated to enhanced 

mucosal colonization by numerous microorganisms that belong to either 

Bacteroidaceae and Enterobacteriaceae in humans (19, 21). However, it remains to 

be determined whether dysbiotic states caused by this CD-predisposing primary 

immunodeficiency may be sufficient to instigate disease or may be solely a 

consequence of the underlying disorder. Herein, our results identified for the first 

time, to our knowledge, an unexpected function for Nod2 on the protective assembly 

of the gut bacterial communities on intestinal homeostasis against intestinal 

inflammation and tumorigenesis in mice. 
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RESULTS 

Nod2/Rip2 deficiency confers a maternally-transmissible colitis risk to 

immunocompetent hosts. 

Given that stable composition of commensals is at least in part an inherited 

trait, we hypothesized that some of the missing heritability in CD could be explained 

by the transmission of a disease-predisposing bacterial community over the 

generation and within offsprings. We therefore performed co-housing and cross-

fostering experiments with either Nod2- or Rip2-deficient mice in an experimental 

model of colitis consisting of either acute or chronic exposure to dextran sodium 

sulfate (DSS). Briefly, co-housed wild-type mice were left together with Nod2- or 

Rip2-deficient mice, referred as CH-WTNod2-/- and CH-WTRip2-/- respectively, or were 

seperated from mutant mice before disruption of the colonic barrier by DSS insults, 

referred as SCH-WTNod2-/- and SCH-WTRip2-/- respectively (Figure 1, A). 

Unexpectedly, both CH-WT (Figure 1, B-C) and SCH-WT (Figure 1, D) mice had an 

increased loss-of-body weight together with a more severe rectal bleeding, diarrhoea 

and histological score (Figure 1, E-F) when compared with single-housed WT (SH-

WT) animals. Likewise, both mortality and morbidity, including weight loss, diarrhea 

and rectal bleeding, were significantly enhanced during the recovery phase in single-

housed mutant mice, referred as SH-Nod2-/- and SH-Rip2-/- respectively, when 

compared to similarly treated SH-WT animals (Supplementary Figure 1, A-B). These 

findings therefore demonstrate that the enhanced sensitivity of co-housed WT mice 

to DSS is more likely a consequence of the inheritence of a disease-predisposing 

microbiota rather than by the more severe DSS-induced colitis observed in mutant 

mice. Similar to what was observed with CH-WTRip2-/- mice, loss-of-body weight 

(Figure 2, A) and colon shortening (Figure 2, B) of WT animals that were reared with 
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a Rip2-/- mother since birth, referred as CF-WTRip2-/-, were more severe than that of 

WT progeny mice (CF-WT). Consistently, microscopic examinations of H&E- and 

PAS-stained colonic sections revealed enhanced histopathological changes such as 

colon crypt loss, immune cells influx and ulceration of the epithelial surface in CF-

WTRip2-/- mice than in controls (Figure 2, C). It thereby suggested that vulnerability to 

colitis in mutant mice across generations may likely arise from the inheritence of a 

dysbiotic bacterial flora that would sensitize the colonic mucosa to chemical insults. 

 

Dysbiosis coupled to Nod2 deficiency spontaneously sensitizes the colonic 

mucosa to chemical injury. 

We next aimed to specify downstream mechanisms whereby the disease-

predisposing microbiota of Nod2-deficient mice may sensitize to colitis the colonic 

mucosa of CH-WT animals in response to chemical injury. To do so, WT animals 

were either single-housed or co-housed for 4 weeks with either Nod2- or Rip2-

deficient mice. Gene expression analysis was performed on extracted RNA from 

isolated colon of either SH-WT and CH-WTNod2
-/- animals (Figure 3, A and 

Supplementary table, 1). Validation of gene expression changes by qRT-PCR 

analysis revealed an enhanced expression of Claudin-5 (Cldn-5) in CH-WTNod2
-/- and 

CH-WTRip2
-/- animals when compared to single-housed control animals (Figure 3, B). 

Likewise, transcript level of Cldn-5 was found up-regulated in both disease-at-risk 

SCH-WTRip2-/- and CF-WTRip2-/- upon injury by DSS (Figure 3, B). In addition, gene 

ontology analyses revealed an enhanced representation of molecules involved in 

apoptosis, necrosis and tumorigenesis (Figure 3, C-D and Supplementary table, 2). 

Collectively, our results suggest that components of the microbiota from either Nod2- 



 90

or Rip2-deficient mice may per se predispose to colitis by failing to coordinate 

expression of molecules involved in the integrity of the colonic epithelium. 

 

A communicable risk for colitis-associated colorectal cancer in the absence of 

Nod2 and Rip2. 

Colorectal carcinogenesis remains a dreaded complication of human CD that 

is thought to result from a complex microbial-driven inflammatory response (22). 

Furthermore, NOD2 has been shown to predispose to colorectal cancer as well as to 

gastric lymphoma in humans (23, 24). We therefore assessed whether the 

communicable risk for colitis in Nod2-/- and Rip2-/- mice may accelerate CAC 

development in CH-WT mice. To do so, single-housed and co-housed mice were 

next subjected to a well-characterized experimental model of CAC (25). Under these 

conditions, tumor load was enhanced at the distal gut of both CH-WTNod2-/- and CH-

WTRip2-/- when compared to SH-WT animals (Figure 4, A-C). Similarly, genetic 

ablation of Nod2 or Rip2 enhanced CAC-associated mortality and morbidity in two 

independent Specific-Pathogen Free (SPF) environments (Figure 4, D-E and 

Supplementary Figure 2, A-B). Moreover, higher tumor burden (Figure 4, D-E) and 

growth (Figure 4, F) in SH-Nod2-/- mice was preceded with enhanced epithelial 

proliferation as determined by BrDU incorporation in vivo (Figure 4, G). Taken 

together, these results demonstrate that Nod2 or Rip2 deficiency engendered a 

maternally-transmissible set of microorganisms that may sensitize the intestinal 

mucosa to both colitis and CAC even in a non-genetically predisposed host. 
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Broad-spectrum antibiotic treatment improves disease severity, bacterial 

burden and immune cells trafficking in Nod2-deficient mice upon injury. 

The unexpected transmission of disease-predisposing microorganisms 

coupled to either Nod2 or Rip2 deficiency suggested to us that manipulation by 

antibiotics may limit the development of dysplasia arising from a pro-inflammatory 

colonic habitat. Under a broad-spectrum antibiotic combination therapy, the 

genotype-driven morbidity and mortality were significantly improved when compared 

to untreated animals. Noteworthy, disease severity was also better in antibiotic 

treated wild-type animals. This observation pointed to a more general role of bacterial 

commensals in the pathogenesis of colitis and CAC in the absence of Nod2 or Rip2. 

Changes in gut microbiota after antibiotics treatment significantly improved body 

weight loss (Figure 5, A) that coincided with reduced Bacteroides load (Figure 5, B) 

and decreased recruitment of CD11b+Ly6G+ granulocytic cells within the colonic 

mucosa of Nod2-deficient animals (Figure 5, C). In contrast, we failed to observe any 

changes in the influx of either CD11b-CD11c+ nor CD11b+CD11c+IA/IEhi 

macrophages (Figure 5, D-E). Lastly, tumor growth was significantly lowered in 

antibiotics-treated mice regardless of the genotype as determined by weight-to-length 

ratio (Figure 5, F). Taken together, certain bacterial commensals were identified to 

instigate either individually or in combination an exaggerated inflammatory response 

that favors intestinal tumorigenesis upon injury. 

 

Gene-plus-dysbiosis interaction results in enhanced IL-6-mediated response to 

injury. 

We therefore aimed to characterize the inflammatory milieu that favors 

neoplastic transformation in response to bacterial dysbiosis coupled to Nod2 
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deficiency. We first isolated RNA from the terminal colon after one cycle of DSS-

AOM. A genome-wide expression analysis revealed a Nod2-dependent 

transcriptional profiling according to the treatment conditions as illustrated by a Venn 

diagram (Figure 6, A). Among transcripts with a fold change over 1.5 (p < 0.01), a 

factorial design analysis unveiled distinct expression changes of 94 genes upon 

antibiotic treatment as a result of Nod2 deficiency (zone 3 in Venn Diagram on Figure 

6, A). Differential expression changes for 81 out of 94 genes were observed in 

opposite directions (Figure 6, B). qRT-PCR analysis confirmed differential expression 

of several molecules involved in the pathogenesis of both CD and CAC, including 

interleukin-6 (Il-6), prostaglandin-endoperoxide synthase 2 (Ptgs2) and secreted 

phosphoprotein 1 (Spp1), that is also known as early T lymphocyte activation 1 

(Figure 6, A-B, Supplementary Table 3and Supplementary Figure 3). Similar gene 

expression changes were also observed in DSS-treated Nod2-deficent mice when 

compared to similarly treated WT animals (Supplementary Figure 1, G). In line with 

what observed at the transcriptional level, IL-6 secretion was significantly enhanced 

during the early phase of tumor initiation but not during tumor progression in CH-

WTRip2-/- when compared to SH-WT animals (Supplementary Figure 5). Furthermore, 

immunohistochemical analysis revealed a robust expression of IL-6 in dendritic-like 

cells and a lower but detectable expression of IL-6 in intestinal epithelial cells upon 

DSS challenge (Figure 6, C). To further specify which infiltrating cells may express 

IL-6, we performed double immunofluorescence staining with anti-IL-6 and either 

anti-CD11b, anti-CD4 or anti-CD8a antibodies. In line with previous findings showing 

that dendritic cells may be a major source of IL-6 production upon injury by DSS (28), 

none of the aforementioned subset of CD11b+, CD4+ nor CD8+ cells was found to 

express detectable IL-6 in either diseased wild-type and Rip2-deficient mice 



 93

(Supplementary Figure 6). Moreover, expression of both Reg3 and Reg3 that are 

linked to the IL-6-mediated signaling pathway (26, 27) was down-regulated in Nod2-/- 

mice upon injury (Supplementary Figure 3 and Supplementary Table 3). Of this set of 

81 genes (Figure 6, B), gene-ontology analysis identified a significant over-

representation of molecules involved in the inflammatory response, cell movement, 

arthritis and proliferation of cells, in general, and of connective tissue cells and 

lymphocytes, in particular (Figure 6, D-E and Supplementary Table 4). To further 

define which genes are influenced by the genotype-plus-dysbiosis interaction, a 

complementary additional microarray analysis was performed between WT and 

Nod2-deficient mice according to treatment in order to identify gene expression 

changes that were more likely due to disease severity (Supplementary Figure 4 and 

Supplementary Table 5). Gene ontology analysis on 66 genes that were differentially 

expressed in different directions between WT and Nod2-deficient mice confirmed a 

differential response to intestinal bacteria in diseased Nod2-deficient animals that is 

related to cell movement and proliferation of lymphocytes (Supplementary figure 4, B 

and Supplementary Table 6). Given that TNF-alpha is also a key regulator of 

intestinal inflammation and tumorigenesis in TRUC mice in response to bacterial 

commensals (29), we next quantified protein levels of Tnf-. Unlinke what observed 

in TRUC mice, we failed to detect any Nod2-dependent changes of Tnf- secretion 

over time (Supplementary Figure 5). Likewise, qRT-PCR analysis failed to reveal 

significant changes in gene expression of Tnf-, but also of either Il-17A, Il-17F nor Il-

22 (Supplementary Figure 3). Furthermore, we failed to observe any Nod2-

dependent changes in gene expression of both Il-6 and Tnf- between germ-free and 

specific-pathogen free mice before any injury (Supplementary Figure 7).  
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Enhanced IL-6 secretion is required for tumor growth in Nod2- and Rip2-

deficient mice. 

We next tested whether such enhanced early IL-6-mediated response to injury 

may contribute to the promotion of intestinal tumorigenesis in these mice. To this 

end, Nod2-/- mice were treated weekly from day 31 to day 56 with an intraperitoneal 

injection of a monoclonal anti-IL-6R antibody that was previously shown to suppress 

Th1 cell-mediated colitis in mice (30). Endoscopic (Figure 7, A) and macroscopic 

(Figure 7, B) evaluation revealed that anti-IL-6R treatment in Nod2- and Rip2-

deficient mice resulted in a significant decrease in tumor burden as compared to 

untreated mutant animals. Consistently, IL-6R neutralization resulted in a 

normalization of transcript levels in Nod2-/- mice for the following antibiotic-sensitive 

molecules, namely Il-6, Ptgs2, Spp1, Reg3 and Reg3 (Figure 7, C). This is in 

accordance with previous findings where genetic ablation of IL-6 reduced tumor load 

and growth (27), while its hyperactivation promoted tumor progression (31, 32). 

Collectively, we show that the higher risk for colitis and CAC in Nod2-/- mice requires 

an excessive IL-6-mediated response to certain disease-predisposing bacteria. 

 

IL-6-mediated control of disease progression is linked to changes in microbial 

ecology in the absence of Nod2. 

We next asked whether disease progression is linked to any specific Nod2-

dependent changes in bacterial communities through the IL-6-mediated signaling 

pathway. A culture-independent analysis of the mucosal-associated microbiota was 

performed by multiplex pyrosequencing of V1-V2 region amplicons of bacterial 16S 

rRNA genes. The impact of host genotype, treatment and intestinal tumorigenesis on 

the composition and structure of microbial communities, was assessed by performing 



 95

multivariate Principle coordinate (PCoA) and Canonical Correspondence Analysis 

(CCA). PCoA plots generated on unifrac distances revealed a clear separation 

between genotypes in untreated animals, but not following anti-IL-6R treatment 

(Figure 8, A). CCA was performed to detect interaction between bacterial 

composition at genera level and other factors that include intestinal tumorigenesis, 

genotype and IL-6R treatment. This analysis identified Nod2 genotype and IL-6R 

treatment as major contributing factors for the shifts in the composition of mucosal-

associated bacterial communities (Figure 8, B) that primarily include changes in 

abundance of commensals related to the Bacteroidetes phyla (Figure 8, C) that 

include Rikenella and Paludibacter as identified by SIMPER analysis (Figure 8, D). 

Notably, IL-6R treatment simultaneously leads to enhanced abundance of Rikenella  

in the absence of Nod2 (P<0.02), suggesting that protective assembly of the 

microbiota may result from specific gene-plus-treatment interaction. In contrast, A 

lower contribution of tumor growth on dysbiosis was revealed by CCA (Figure 8, B). 

Hierarchical clustering of species level operational taxonomic units (OTUs) was 

performed using ranked normalized data (Supplementary Figure 8). The diversity of 

the consortium of mucosal-associated bacteria was enhanced in both tumoral and 

chronically inflamed colonic mucosa following anti-IL-6R treatment (Figure 8, E-F). 

Taken together, neutralization of the IL-6-mediated signaling pathway was identified 

to restore complex Nod2-dependent control of the colonic-associated microbiota in 

mice. 

 

Colitis risk in Nod2-deficient mice is reversible after fecal transplantation. 

Given that the risk for colitis in Nod2-/- mice was communicable to Nod2-

sufficient animals (Figure 1), we formally evaluated whether fecal dysbiosis coupled 
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to Nod2 deficiency may intrinsically confer disease risk even in the absence of any 

signs of inflammation. After 4-week colonization with 0.2mL supernatant of fresh fecal 

homogenate of either non-diseased Nod2-/- or Nod2+/+ mice that were reared within 

SPF conditions, recolonized germ-free WT (GF-Nod2+/+) mice were challenged with 

one cycle of AOM/DSS. Under this condition, weight loss and histopathological 

scores of Nod2+/+ mice that were recolonized with fecal flora from Nod2-/- mice [Nod2-

/-->GF-Nod2+/+] was significantly higher when compared to that from GF-Nod2+/+ mice 

that were reconstituted with fecal flora of Nod2+/+ mice [Nod2+/+->GF-Nod2+/+] (Figure 

9, A). Another characteristic lesion of DSS-induced colitis is the loss of the acid 

mucin-producing epithelial cells. Only recipients colonized with fecal microbiota from 

Nod2-/- mice exhibited a disapearance of PAS+ staining, a feature of mucin-

expressing cells (Figure 9, B and E), suggesting that the fecal micobiota of Nod2-/- 

mice nascently contribute to disease risk. We next aimed to restore the ecological 

balance of the intestinal microbiome in Nod2-/- mice and asked whether this would 

decrease their vulnerability to colonic injury. Germ-free Nod2-/- mice (GF-Nod2-/-) 

were generated and were recolonized with 0.2mL supernatant of fresh fecal 

homogenate of either SPF Nod2-/- or SPF Nod2+/+ mice. As shown in Figure 9D-F, 

loss-of-weight, tissue erosions and immune cells influx was lowered in [Nod2+/+->GF-

Nod2-/-] mice when compared to that in similarly treated [Nod2-/-->GF-Nod2-/-] 

animals. PCoA plot analysis clearly separated the microbiota composition and 

structure of recipients with an higher risk of colitis, which are [Nod2-/-->GF-Nod2-/-] 

and [Nod2-/-->GF-Nod2+/+], from those with a lower risk of colitis (Figure 9, G). 

Noteworthy, phylodiversity was significantly reduced in both [Nod2-/-->GF-Nod2-/-] 

and [Nod2-/-->GF-Nod2+/+] mice compared to [Nod2+/+->GF-Nod2-/-] (Figure 9, H). In 

addition, SIMPER analysis identified Bacteroides, Escherichia/Shigella, 
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Robinsoniella, Paludibacter, Butyrivibrio and Lachnobacterium as genera that 

contribute to at least 5% of the shifts in bacterial communities between recipients that 

are vulnerable and resistant to colitis. Notably, abundance of Escherichia/Shigella, 

Robinsoniella and Paludibacter was not consistent between [Nod2-/-->GF-Nod2-/-] 

and [Nod2-/-->GF-Nod2+/+] even if both group of animals were found at risk for colitis, 

suggesting that the latter changes did not correlate with disease risk (Supplementary 

Figure 9 and 10). In contrast, Bacteroides was found significantly enhanced in both 

WT (P<0,01 and P<0,01 respectively) and Nod2-/- (P<0,05 and P<0,05 respectively) 

recipients that were recolonized with disease-predisposing microbiota when 

compared to recipients recolonized with SPF WT microflora. In addition, Butyrivibro 

and Lachnobacterium was significantly less preponderant in either WT (P<0,001 and 

P<0,02 respectively) and Nod2-/- (P=0,01 and P<0,02 respectively) recipients upon 

recolonisation with fecal microbiota of Nod2-/- donor when compared to [Nod2+/+-

>GF-Nod2+/+]. Collectively, our result demonstrated that the disease-predisposing 

flora of Nod2-/- mice intrinsically sensitize the colonic mucosa towards chemical 

insults before any onset of disease even in wild-type mice. More importantly, 

reciprocal microbiota transplantation rescued Nod2-/- mice from disease risk. 
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DISCUSSION 

Given its intimate relationship with the microbiome throughout the entire life, 

the intestinal epithelium is likely to coordinate immune homeostasis by fostering 

stability and resilience of its co-evolved microbiota. Notably, the absence of Rag2 

and T-bet or of the Nod-like receptor pyrin domain-containing protein 6 (NLRP6) was 

shown to predispose to the emergence of transmissible disease-predisposing 

commensals in mice (29, 33). Understanding how the gut mucosa discriminates 

disease-predisposing from those that act as mutualists microorganisms may provide 

insights to disease onset and tumor progression in genetically predisposed 

individuals and their relatives. Herein, we identified for the first time an unexpected 

protective function for the CD-predisposing Nod2 gene by configuring a concerted 

protective gut microbial ecology against intestinal inflammation and tumorigenesis in 

mice. Wild-type mice that were transiently co-housed with Nod2-/- or Rip2-/- mice 

showed indeed an enhanced susceptibility to colitis and colitis-associated colorectal 

cancer, demonstrating that Nod2 deficiency created an ecological niche conferring a 

transmissible disease risk even to wild-type animals. More importantly, abnormal 

expression of molecules involved in epithelial barrier function was observed in wild-

type animals upon co-housing not only during intestinal inflammation, but also before 

the induction of experimental colitis. This suggests that the microbiota of Nod2-

deficient mice bona fide sensitizes the colonic mucosa towards injury. Noteworthy, an 

enhanced expression of Claudin-5, which is involved in the pathogenesis of CD (34), 

was observed in co-housed animals before and after injury. Whereas it could be 

argued that the observed changes in part were due to the differing inflammatory 

state, it is important to emphasize that GF animals recolonized with feces from non-

diseased Nod2-/- mice showed enhanced vulnerability to DSS independently of the 
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recipient’s Nod2 status. These observations pointed to a complex imprinting on the 

barrier function of the colonic mucosa by a transmissible dysbiosis that enhance its 

vulnerability to injury. Broad-spectrum antibiotic treatment abrogated the increased 

sensitivity of both wild-type and Nod2-deficient mice to DSS-induced intestinal 

inflammation and tumorigenesis. Consistently, a recent study highlighted a significant 

role of the CD-associated NOD2 L1007fsinsC in development of gut microbiota (19, 

21). We next detailed changes in the microbial consortia composition by culture-

independent approach. Communicable disease risk to wild-type animals was 

primarily linked to changes in Bacteroides, Butyrivibro and Lachnobacterium that may 

have importance in the pathogenesis of human diseases (35). Notably, commensal 

Bacteroides species, but not colitis-enriched Enterobacteriacae, were identified as a 

key determinant of disease risk in conventionally-raised genetically predisposed host 

(36). Our findings therefore illustrate the need to functionally assess not only a single 

commensals but rather disease-predisposing abilities of combination of commensals 

that may fail to negatively regulate inflammation and/or to outcompete with 

pathobionts even in non-genetically predisposed host. In addition, determining 

metabolic abilities of disease-predisposing combination of commensals may provide 

insights into how Nod2 may prevent their expansion and/or adhesion. That paradigm 

will promote selection of the most efficient combination of probiotic strains 

independently of the CD-predisposing Nod2 alleles.  

In our study, disease severity was linked to an over-exuberant IL-6-mediated 

response to a dysbiotic microbiota that precipitated the progression of tumors in the 

absence of Nod2. These results further supports the concept that early changes in 

the gut microbiota may exert an imprinting on protective immunological responses 

that can be the premises of colorectal cancer in the context of a primary 
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immunodeficiency later in life (37, 38). These findings may be indeed of clinical 

importance as loss-of-function mutations of NOD2 enhanced risk for CD (10, 12) and 

colorectal cancer (39-41). The colonic mucosa of CD patients is characterized by an 

increased secretion of IL-6 that correlates with disease severity (42). IL-6 regulates 

differentiation and survival of epithelial cells by triggering activation of the associated 

Janus kinases (JAKs) and of the signal transducer and activator of transcription 3 

(STAT3) (31, 32). Upon injury, IL-6 is primarily secreted by dendritic cells that 

continuously inspect the luminal content (28, 32). In line with previous findings (32), 

we found detectable expression of IL-6 by dendritic-like cells but also by colonocytes 

upon DSS challenge. IL-6 may either bind its membrane receptor that is restricted to 

few cellular populations, such as macrophages. Alternatively –after shedding of the 

IL-6R as a soluble form- IL-6 may bind and trans-signal virtually all cell types through 

a soluble cytokine-receptor complex (43), as the co-receptor gp130 is expressed 

ubiquitously (44). Recent studies have also highlighted the key role of IL-6 in 

progression of tumors from chronically inflamed lesions. More importantly, mice 

deficient for IL-6 or STAT3 experienced reduced tumor load and growth in a model of 

colitis-associated cancer (27), while their hyperactivation promotes tumor growth (31, 

32). Noteworthy, anti-IL-6R therapy and Nod2 genotype were found to primarily 

influence complex changes in the global structure of the disease-predisposing 

mucosa-associated flora. Future clinical and metagenomic studies should now 

investigate the contribution of the complete set of genetic variants in known CD and 

CAC risk genes to the overall control of potentially dysbiotic microbial community 

structures. Such knowledge will advance the development of modulating therapies 

aimed at restoring a mutualistic interaction between the microbiota and the 

vulnerable intestinal barrier in CD. 
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METHODS 

Colitis, colitis-associated cancer. Age- and gender-matched animals were housed 

five or ten per cages for single- and co-housing experiments respectively. Animals 

had free access to a standard laboratory chow diet in a half-day light cycle exposure 

and temperature-controlled Specified-Pathogen Free environment as determined by 

the FELASA recommendations. Experimental models were performed as previously 

described (45). Briefly, acute colitis was induced with 2% (w/v) DSS (molecular mass 

35-40kDA; TdB Consultancy) dissolved in tap water and given ad libitum for 7 days 

followed by normal water. Colitis-associated cancer was induced with intraperitoneal 

injection of 8 mg/kg of Azoxymethane (Sigma) followed by exposure to 2% (w/v) DSS 

dissolved in tap water and given ad libitum for 4 cycles of 5 days separated by 7-day 

period of regular water. A cocktail combining streptomycin (Panpharma; 2g/L), 

gentamicin (Panpharma; 200mg/L), ciprofloxacin (Panpharma; 125µg/L) and 

bacitracin (Acros organics; 1g/L) was used. Neutralization was performed by giving 

intraperitoneally 1mg/mice of MR16.1 (Chugai Pharmaceuticals Co Ltd). Mouse 

endoscopy was performed using Coloview high-resolution system (Karl-Storz). 

Recolonization. Nod2-/- GF mice were generated at TAAM-CNRS and were 

transferred into autoclaved sterile microisolator cages before gavage with 200µl of 

fecal homogenates as indicated (5 mice/cage). The remaining homogenate was kept 

frozen until processing for bacterial composition analysis. 

Gene expression. Microarrays analysis was performed on distal colonic specimens 

as previously described (Agilent Technologies) (45). Differentially expressed genes 

(GEO accession number GSE32421 and GSE 36481) were filtered for a p-value < 

0.01 by using moderated t-statistic with empirical Bayes shrinkage of SE. Statistics 

were corrected for multiple testing using a false-discovery rate approach. Gene-
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ontology analysis was performed on all genes referred in Unigene (46) by using the 

third hierarchical level of the ontology tree (Ingenuity Pathway Analysis). qRT-PCR 

analysis was performed as previously described (45). 

Histopathological, Immunohistochemistry and FACS analysis. Paraffin-

embedded 5µm sections of formalin-fixed colon specimens were stained with H&E or 

PAS. The slides were blindly examined by two investigators with an AxioPlan2 

microscope (Zeiss). Colonic lamina propria cells were isolated as previously 

described (47) and analyzed on a BD Calibur II cytometer. The following primary 

antibodies were used anti-Ly6G Pe-Cy7 (clone1A8), anti-CD11b PerCP Cy5.5 (clone 

M1/70), anti-CD11c APC (clone HL3), anti-IA/IE FITC (clone 2G9) and Fc block (anti-

CD32/CD16) (BD Pharmingen and R&D Systems).  

For immunofluorescence staining, colonic segments were embedded in Cryomatrix 

(Shandon, Thermo Scientific) and frozen on dry ice. Cryosections (10 µm) were fixed 

5 min in 4% paraformaldehyde in phosphate buffer saline (PBS), washed in PBS-

0.05% Tween20 (PBT), incubated for 30 min at room temperature in PBT-5% normal 

goat serum (saturation buffer), and then overnight at 4°C with primary antibodies 

diluted in saturation buffer. Sections were washed in PBT and incubated for 1 h with 

secondary antibodies. Nuclei were counterstained with 4',6-diamidino-2-phenylindole 

(DAPI). Slides were mounted in Aqua Poly/Mount (PolySciences, Warrington, PA). 

The following antibodies were used: anti-Il-6 (M-19, sc-1265, Santa Cruz 

Biotechnology); anti-CD4 (GK1.5); anti-CD8a (53-6.7) and biotin conjugated anti-

CD11b (M1/70) (all from BD Pharmingen™). The secondary antibodies used were: 

Alexa Fluor® 488-conjugated anti-rabbit IgG, Alexa Fluor® 594-conjugated anti-rat 

(Molecular Probes), and Cy3-conjugated streptavidin (Jackson ImmunoResearch 

Laboratories).   



 103

For immunohistochemistry, 5 µm sections were deparaffinized and processed for 

antigen retrieval using 10 mM citrate buffer (pH6), washed with PBS, incubated 5 min 

in PBS-3% H2O2, washed in PBT, incubated for 30 min in saturation buffer and then 

overnight at 4°C with polyclonal anti-Il-6 antibody (M-19, sc-1265, Santa Cruz 

Biotechnology). Detection was performed with biotinylated secondary antibody, then 

avidin biotinylated peroxydase complex for 1 h and revealed with 3, 3'-

diaminobenzidine (DAB) (Vectastain Elite ABC kit and DAB, Vector Laboratories, 

Burlingame, CA). Sections were counterstained with haematoxylin. 

 

Q-PCR and Pyrosequencing analysis. Colonic and fecal samples were collected 

and stored frozen before DNA extraction for q-PCR analysis by using the Qiamp DNA 

stool kit (Qiagen) and Nucleospin Tissue Kit (Macherey-Nagel) respectively. Absolute 

numbers of Bacteroides were determined by QPCR analysis on a Stratagene 

Mx3005P (Agilent Technologies) from serial dilutions of plasmid constructs with a 

reference 16S rDNA sequence. Pyrosequencing of extracted DNA was performed as 

previously described (19). A total of 1000 high-quality reads were generated from 

each biological replicates. The specific forward and reverse primers sequences are 

available upon request. 16S rRNA gene sequences with at least 97% similarity were 

clustered in to species level OTUs using average neighbour algorithm. Phylogenetic 

affiliation of each OTU was governed by using RDP taxonomy and template file. To 

visualize interactions between the microbial composition and structure, the host 

genotype, the anti-IL-6R treatment and the presence of tumor, Principle coordinate 

and canonical correspondence analysis were performed. Phylogenetic based 

(fastunifrac) beta diversity was on phylogenetic tree generated by using FastTree 

v2.0. Non abundance based unifrac matrices were calculated and visualized using 
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principal coordinate analysis (PCoA). PAST software was used for data visualization 

and for perfoming abundance based PcoA, Canonical correspondence analysis and 

SIMPER (Similarity percentage) analysis on the bacterial genera observed in 

pyrosequencing data. Divergence based phylogenetic diversity was calculated by 

phylo.diversity command implemented in mothur. 

 

Cluster generation. OTUs were selected to contribute to the separation between 

wild-type and Nod2-deficient animals using the mann-whitney u-test with subsequent 

selection of the 20 best P-values. In parallel, OTUs which were present in less than 

50% of all samples were excluded from the cluster analysis. Prior to clustering, OTU 

abundances were normalized using z-score normalization to make OTUs 

comparable. Clustering was performed with TIBCO Spotfire Integromics Biomarker 

Discovery, applying the Unweighted Pair Group Method using Arithmetic means of 

the pairwise distances as a clustering method and correlation as a distance measure.  

Statistics. The non-parametric Kruskal-wallis or the parametric one-way ANOVA test 

with multiple Dunn’s comparison test were used (GraphPad Software). Values are 

expressed as mean ± SEM. Statistical significance was defined at a level of P < 0.05. 

Study approval. All animal studies were approved by the investigational review 

board of the Nord-Pas de Calais and by the Michigan University’s Committee on Use 

and Care of Animals. All animal experiments were performed in an accredited 

establishment (N° B59-108) according to the governmental guidelines 

N°86/609/CEE.
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Figure 1: The absence of NOD2/RIP2 confers a transmissible risk for colitis even to 
immunocompetent hosts. 

 (A) Five days after AOM administration (at 8 mg/kg), age- and gender-matched SH-WT (black circles, 
n=5), SCH-WTNod2-/- (gray circles, n=5), CH-WTNod2-/- (gray circles, n=5), SCH-WTRip2-/- (blue circles, 
n=5) and CH-WTRip2-/- (blue circles, n=4) mice received ad libitum 2% (w/v) Dextran Sodium Sulfate 
(DSS; molecular mass 35-40kDA; TdB Consultancy) for 7 days followed by 2 days of regular drinking 
water. Mutant and WT animals were co-housed at a 3:2 or 1:1 ratio on the same diet for a 4-week 
period. Wild-type co-housed mice were either left with or separated from mutant mice before being 
challenged by one cycle of DSS-AOM. SH, SCH and CH refer to “single-housed”, “separated after co-
housing” and “co-housed” animals respectively. Changes in body weight of CH-WTNod2-/- (B), 
CH-WTRip2-/- (C), SCH-WTNod2-/- and SCH-WTRip2-/- (D) were evaluated daily and compared to that in 
SH-WT animals. (E) Histological scoring was determined at day 9. (F) Representative H&E and PAS 
staining of paraffin-embedded longitudinal sections from colon of SH-WT, SCH-WTRip2-/-, and 
CH-WTRip2-/- mice at day 9 were depicted. Scale bar,100 µm. 
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Figure 2: The risk for colitis in Rip2-deficient mice is maternally transmissible. 
WT animals were reared with either a Rip2-deficient or -sufficient mother since birth (n=4). 5-weeks 
old cross-fostered mice were then exposed to one cycle of DSS-AOM as described earlier. Changes in 
body weight (A) and colon length (B) were evaluated daily. (C) Representative H&E and PAS staining 
of paraffin-embedded transversal sections from colon of CF-WT and CF-WTRip2-/- mice at day 9 were 
depicted. CF refers to cross-fostered animals. Scale bar,100 µm.  
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Figure 3: Colonic response to dysbiosis coupled to Nod2-deficiency.  
WT animals were either single-housed (n=5) or co-housed at a 1:1 ratio with Nod2-deficient mice 
(n=5) on the same diet for a 4-week period. Microarray experiment was performed once on extracted 
RNAs from the colon of single-housed and co-housed WT animals. (A) heat-map, (B) validation of 
gene expression changes in Cldn5 by qRT-PCR analysis, (C) functional networking (D) and gene 
ontology of differentially expressed genes as determined by the Ingenuity Pathway software. 
Significance is plotted as -log(p value). Only biological terms with a significant enrichment are 
displayed as determined by a |z-score| < -2. 
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Figure 4: Nod2-driven risk for colitis-associated colorectal cancer is communicable to wild-

type host. 
 Five days after azoxymethane (AOM) administration (at 8 mg/kg), SH-WT (black circles), CH-WTNod2-/- 
(black circles with gray border), CH-WTRip2-/- (black circles with blue border) and SH-Nod2-/- (gray 
circles) mice were subjected to four rounds of 2% DSS for 5-days interspersed with 7-days access to 
regular drinking water mice. (A) Macroscopic and (B) endoscopic quantification of colonic tumor 
burden in SH-WT (n=5), CH-WTNod2-/- (n=5) and CH-WTRip2-/- (n=4) animals were performed at day 56 
and 55 respectively. (C) Representative H&E and PAS staining of paraffin-embedded transversal 
sections from colon of SH-WT, CH-WTNod2-/- and CH-WTRip2-/- mice at day 56 were depicted. Scale bar, 
100 �m (D) Macroscopic quantification of colonic tumor burden in SH-WT (n=10) and SH-Nod2-/- 
(n=10) animals was performed at day 56. (E) Representative photograph of dissected colon of SH-WT 
and SH-Nod2-/- mice at day 56 were depicted. (F) Macroscopic quantification of colonic tumor growth 
in SH-WT and SH-Nod2-/- animals was performed at day 56. (G) BrDU incorporation in vivo. Mean ± 
SEM, are shown. Asterisk, significant difference P<0.05. SH and CH refer to single- and co-housed 
animals respectively.  
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Figure 5: Broad-spectrum antibiotics treatment improves intestinal inflammation and 

tumorigenesis in Nod2-deficient mice.  
Five days after AOM administration (at 12 mg/kg), Nod2+/+ (black circles, n=4), Nod2-/- (gray circles, 
n=3), Atb-treated WT (black circles with green border, n=4) and Atb-treated Nod2-/- (gray circles with 
green border, n=3) mice were subjected to 2% DSS for 7-days interspersed with 9-days access to 
regular drinking water mice. (A) Changes in body weight were monitored daily. (B) Colonic-associated 
Bacteroides load was determined by specific Q-PCR analysis at day 16 (C-E) Ly6G, IA/IE, CD11c and 
CD11b staining of lamina propria cell population in Nod2-/- mice treated or not with antibiotics as 
indicated was quantified by FACS analysis. (F) Colon weight/length ratio quantification on Nod2+/+ 

(black circles, n=10), Nod2-/- (gray circles, n=9), Atb-treated Nod2+/+ (black circles with green border, 
n=10) and Atb-treated Nod2-/- (gray circles with green border, n=10) mice was performed at day 58. 
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Figure 6: Gene-plus-dysbiosis interaction result in pathological IL-6-mediated response.  

Five days after AOM administration (at 12 mg/kg), mice were exposed to 4 cycles of DSS, including 7 
days separated by 10-day period of regular water. A combination of antibiotics (Atb) was given (n=4 
wild-type mice and n=3 Nod2-/- mice) or not  (n=3 wild-type mice and n=2 Nod2-/- mice) to animals. (A) 
Venn-diagram analysis. (B) Heat-map on NOD2-dependent transcriptional profiling according to 
treatment. (C) Immunohistochemical detection of Il-6 (brown) on colonic sections of DSS-treated WT, 
Nod2-/-  and Rip2-/- mutant mice. Il-6 signal is detected in DC-like cells (arrowhead) and in epithelial 
cells. Scale bar, 50 µm. (D) Gene ontology. Only differentially expressed genes in different directions 
have been considered for  gene ontology analysis. Significance is plotted as -log(p-value). Only 
biological terms with a significant enrichment are displayed as determined by a |z-score| < -2. (E) 
Schematic overview of the differentially expressed genes involved in acute phase response as 
determined by Ingenuity Pathway Analysis.  
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Figure 7: Enhanced IL-6 drives tumor progression as a result of NOD2 deficiency.  
Five days after AOM administration (at 8 mg/kg) SH-WT (black circles, n=5), SH-Nod2-/- (gray circles, 
n=5), SH- Rip2-/- (blue circles, n=4)  was exposed to 4 cycles of DSS, including 5 days separated by 7-
days period of regular water. An IL-6R antibody (1 mg/mice ip) was given once a week from day 31 to 
56 or not to AOM-exposed mice. (A) Endoscopic and (B) macroscopic evaluation of mice was 
performed at day 55 and 56 respectively. (C) Colonic transcript levels in untreated mice (n=4) and IL-
6R-treated (n=4) animals of Reg3, Reg3, Il6, Ptgs2 and Spp1 are shown as determined by qPCR 
evaluation at day 56.  
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Figure 8: IL-6-mediated control of disease progression is linked to NOD2-driven dysbiosis in an 
experimental model of colitis-associated colorectal cancer.  

High-throughput 16S rRNA pyrosequencing was performed on tumoral (T) and chronically inflamed 
(NT) colonic specimens isolated from WT and Nod2-/- animals (N=4). P-values were determined by the 
Mann-Whitney U-test. (A) PCoA plot generated on non abundance based unifrac distance matrices, 
(B) Canonical correspondence analysis based on observed genera (C-D) percentage of phyla (C) and 
top 10 genera (D) abundance identified by bray-curtis model of SIMPER analysis. F, B and P refer to 
Firmicutes, Bacteroidetes and Proteobacteria. (E-F) Non parametric quantification of microbiota 
diversity within tumoral (E) and non-tumoral (F) tissues. Mean ± SEM, are shown. Asterisk, significant 
difference P<0.05. 
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Figure 9: Dysbiotic microbial ecology of Nod2-deficient mice intrinsically instigates risk for 
colitis that is corrected by fecal transplantation.  

Four weeks before DSS-AOM challenge, GF Nod2-/- (grey circles, n=5) or GF Nod2+/+ (black circles, 
n=5) were reconstituted with fecal microbiota from either Nod2+/+ (black border) or Nod2-/- daily. (B,E) 
Representative H&E and PAS staining of paraffin-embedded transversal sections at day 10. Scale 
bar,100 µm. (C,F) Histological scoring was evaluated at day 10. (G-H) High-throughput 16S rRNA 
pyrosequencing was performed on fecal specimens isolated from all DSS-treated gnotobiotic animals 
(N=5). (G) PCoA generated on non abundance based unifrac distance matrices (H) Non parametric 
quantification of microbiota diversity. P-values were determined by the Mann-Whitney U-test and (H) 
Percentage of phyla abundance on top 10 genera identified by bray-curtis model of SIMPER analysis. 
F, B and P refer to Firmicutes, Bacteroidetes and Proteobacteria. Mean ± SEM, are shown. Asterisk, 
significant difference P<0.05. 
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Supplementary figure 1: Nod2- and Rip2-deficient mice showed enhanced susceptibility to 
DSS-induced colitis.  

Single-housed wild-type (SH-WT; black circles, n=5), SH-Nod2-/- (gray circles, n=5) and SH-Rip2-/-  
(blue circles, n=4) mice received ad libitum 2% DSS for 7 days followed by 7 days of regular water.  
(A) Survival and (B) changes in body weight were evaluated daily and compared to that in SH-WT 
animals. (C) Representative coloscopy and paraffin-embedded transversal sections of SH-WT, 
SH-Nod2-/- and SH-Rip2-/- mice colons at day 14. (D) Colon length and (E) histological scoring were 
evaluated at day 14. (F) Protein levels of TNF and IL-6. (G) Reg3, Reg3, Spp1, Ptgs2, Il10, 
Mmp13, TNF and Il6 were determined by qRT-PCR analysis at day 0, 9 and 14. Mean ± SEM, are 
shown. Asterisk, significant difference P<0.05. 
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Supplementary Figure 2: Enhanced morbidity and mortality of Nod2- and Rip2-deficient mice in 

an experimental model of colitis-associated colorectal cancer.  
Single-housed wild-type (SH-WT, black circles, n=10), SH-Nod2-/- (grey circles, n=11) and SH-Rip2-/- 
(blue circles, n=11) mice were treated with AOM (8 mg/kg). Five days later, mice received ad libitum 
2% DSS in drinking water for 4 cycles of 5 days separated by 7-day period of regular water. (A) 
Disease activity index and (B) survival were monitored daily. 
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Supplementary Figure 3: Differential response to antibiotics treatment as a result of Nod2 
deficiency.  

Transcript levels of Reg3, Reg3, Spp1, Il6, Ptgs2, Tnf, Il17a, Il17f and Il22 were determined by 
qPCR analysis in colons from Nod2+/+  (black circles, n=4), Nod2-/- (gray circles, n=3), Atb-treated WT 
(black circles with green border, n=4) and Atb-treated Nod2-/- (gray circles with green border, n=3) at 
day 16. Mean ± SEM, are shown. 
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Supplementary Figure 4: Nod2 deficiency results in a distinct colonic responsiveness to 

bacterial commensals upon injury.  
Five days after AOM administration (12 mg/kg), mice were challenged to one cycle of DSS, that 
consist in 7 days of 2% DSS followed by a 10-day period of regular water (n=3 wild-type mice and n=2 
Nod2-/-mice). Alternatively, wild-type (n=4) and Nod2-/- (n=3) mice were similarly treated by DSS/AOM 
but received also a combination of antibiotics (Atb). (A) Venn-diagram analysis, (B) heat-map on 
differentially expressed genes between wild-type and Nod2-deficient animals according to treatment 
and (C) gene ontology on the set of 66 differentially expressed genes in different directions. 
Significance is plotted as -log(p-value). Only biological terms with a significant enrichment are 
displayed as determined by a |z-score| < -2 with Ingenuity Pathway Software.  
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Supplementary Figure 5: Enhanced IL-6, but not TNF-, secretion in co-housed wild-type mice 

at early stage of intestinal tumorigenesis in an experimental model of colitis-associated 
colorectal cancer. 

Protein levels of TNF- and IL-6 were determined at day 9 and 34 by specific ELISA. Mean ± SEM, 
are shown. Asterisk, significant difference P<0.05. 
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Supplementary Figure 6: Enhanced IL-6 secretion in DSS-treated Rip2-deficient mice failed to 

co-localize with either CD11b+, CD4+ or CD8a+ cells. 
Immunofluorescent stainings of Il-6 (green) and CD11b, CD4 or CD8a (red) on colonic sections of 
DSS-treated WT and Rip2-/- mutant mice. Arrows refer to dendritic-like cells that express IL-6. E, lu 
and m refer to epithelial cells, lumen and muscularis mucosae respectively. Scale bar, 50 µm. 
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Supplementary Figure 7: Il-6 and Tnf- secretion by the colonic mucosa is not influence by 

Nod2 and the intestinal microbiota in the absence of colonic injury by DSS.  
Relative colonic transcript levels of TNF and Il6 in both wild-type and Nod2-deficient mice raised 
under SPF and GF conditions were determined by qRT-PCR analysis. Mean ± SEM, are shown. 
Asterisk, significant difference P<0.05. 
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Supplementary Figure 8: Anti-IL6R treatment influences Nod2-driven dysbiosis in the DSS-
AOM model.  

High-throughput 16S rRNA pyrosequencing was performed on chronically inflamed (A) and tumoral 
(B) colonic specimens isolated from Nod2+/+ and Nod2-/- animals (N=4). Clusters representing 20 
OTUs which primarily contribute to the shift between Nod2+/+ and Nod2-/- animals were depicted. 
Corresponding clusters (left and right) are created based on the same OTUs. Z-score normalized OTU 
abundances are color-coded. Row dendograms display OTU abundance similarities while column 
dendograms display similarities between animals (dark green for Nod2+/+, light green for Nod2-/-). 
Column headers represent animal IDs, which are unique within a given group.  
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Supplementary Figure 9: Fecal-associated dysbiosis in Nod2-deficient mice is reversible by 
reciprocal fecal tarnsplantation.  

High-throughput 16S rRNA pyrosequencing was performed on fecal specimens isolated from all 
gnotobiotic animals upon injury (N=5). (A) Non parametric quantification of microbiota diversity. P-
values were determined by the Mann-Whitney U-test. Mean ± SEM, are shown. Asterisk, significant 
difference P<0.05. (B) Percentage abundance at the phyla level. (C) Clusters representing 20 OTUs 
which primarily contribute to the shift between the fecal-addociated microbiota were depicted (N=5). 
Corresponding clusters (left and right) are created based on the same OTUs. Z-score normalized OTU 
abundances are color-coded. Row dendograms display OTU abundance similarities while column 
dendograms display similarities between animals (dark green for Nod2+/+, light green for Nod2-/-). 
Column headers represent animal IDs, which are unique within a given group.  
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Supplementary Figure 10: Mucosal-associated dysbiosis in Nod2-deficient mice is reversible 
by reciprocal fecal tarnsplantation.   

High-throughput 16S rRNA pyrosequencing was performed on colonic specimens isolated from all 
gnotobiotic animals upon injury (N=5). (A) Non parametric quantification of microbiota diversity. P-
values were determined by the Mann-Whitney U-test. Mean ± SEM, are shown. Asterisk, significant 
difference P<0.05. (B) Percentage abundance at the phyla level. (C) Clusters representing 20 OTUs 
which primarily contribute to the shift between the mucosal-associated microbiota were depicted. 
Corresponding clusters (left and right) are created based on the same OTUs. Z-score normalized OTU 
abundances are color-coded. Row dendograms display OTU abundance similarities while column 
dendograms display similarities between animals (dark green for Nod2+/+, light green for Nod2-/-). 
Column headers represent animal IDs, which are unique within a given group.  
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Manuscrit en préparation 

 

Problématique 

Une réponse dérégulée des cellules T intestinales pourrait conduire à un défaut de 

réponse immunitaire innée en réponse au microbiote des patients atteints de la 

maladie de Crohn. Une réponse inflammatoire de type Th2 interviendrait lors des 

phases précoces de la maladie de Crohn. Au contraire, les phases plus tardives 

seraient caractérisées par une réponse inflammatoire de type Th1. De plus, NOD2 

serait impliqué dans la réponse inflammatoire innée et acquise par des mécanismes 

dépendants de la cytokine pro-inflammatoire IL-1 et la diminution de la production 

d’IL-1 pourrait être associée à une augmentation de la susceptibilité de patients 

atteints de la maladie de Crohn.  

Dans ce contexte, l’objectif de ce travail visait à définir le rôle de NOD2 dans les 

lésions intestinales en réponse à une inflammation de type Th2 et d’identifier le rôle 

de la voie IL-1 dans la protection à l’encontre de la colite. 

 

Approche expérimentale et résultats de l’article 

Afin d'évaluer la pertinence du rôle de NOD2 dans au cours de la colite Th2 dans un 

modèle expérimental de MICI, un modèle de colite induite par exposition avec un 

haptène, l’oxazolone, a été utilisé, en vue d’évaluer la sévérité de la maladie chez 

des souris déficientes pour Nod2 et Rip2. Après présensibilisation et induction de la 

colite, une augmentation de la susceptibilité des animaux déficients a pu être 

observée. Dans ce modèle d'hypersensibilité retardée intestinale, la réponse au MDP 

a également été étudiée. L’administration de ce ligand de NOD2, semble être 

capable de réduire la susceptibilité des animaux WT dans ce modèle de colite. Au 

contraire, chez des animaux déficients pour l’IL1R1 mais pour lesquels NOD2 est 

intact, le MDP n’exercerait pas de rôle protecteur. Ce résultat suggère que la voie 
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IL1R1 est nécessaire pour la protection à l’encontre de la colite en réponse à la 

stimulation de NOD2. La susceptibilité augmentée des animaux IL1R1 déficients en 

réponse à l’oxazolone semble confirmer ce rôle dans la protection de la colite. Le rôle 

de NOD2 dans le compartiment hématopoïétique et stromal a ensuite été évalué par 

génération de souris chimères.  

Ces expériences ont permis de mettre en évidence que NOD2 régulerait 

l’homéostasie intestinale en réponse à la colite à la fois par les cellules 

hématopoïétiques et stomales de façon dépendante de la voie IL1R1. 
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ABSTRACT 

The nucleotide-binding oligomerization domain protein 2 (NOD2) controls gut 

microbial ecology, which is disrupted in Crohn's disease. Herein, we identified a key 

regulatory role of the NOD2/RIP2/IL1R axis in maintenance of T cell homeostasis in 

experimental colitis. Notably, genetic ablation of Nod2 precipitated antigen-

mediated colitis upon oxazolone challenge. Nod2-deficient mice were characterized 

by a defective recruitment of splenic regulatory T cells and by an impaired activation 

of CD4+ T cells into mesenteric lymph node. Consistently and similar to what 

observed in Crohn's disease, the expression of NOD2 within both the leukocyte and 

non-hematopoietic lineage was indispensable. Furthermore, oxazolone-driven colitis 

was prevented by administration of a cognate NOD2 agonist in immunocompetent 

animals. In contrast, muramyl dipeptide was inefficient to prevent development of 

colitis in mice deficient for the interleukin-1 receptor or for RIP2, a cytosolic adaptor 

of NOD2-mediated signaling pathway.  
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  Crohn’s disease (CD) constitutes a major health problem in developed 

countries (1). A dramatic increase of the incidence of CD has been observed over 

time in industrialized countries. CD affects about 4 million worldwide and occurs 

primarily in the second to third decade of life. A high genetic liability has been 

supported by genome-wide association studies that have identified more than 100 

moderate-to-low-risk CD-predisposing genes (2). At the tissular level, CD is referred 

as relapsing/remitting chronic inflammation involving any part of the gastrointestinal 

tract. CD patient's mucosa is characterized by defensins deficiencies that are linked 

to changes in the composition of the gut microbiota, a phenomenon that has been 

referred as dysbiosis (3). Notably, early CD lesions are primarily characterized by an 

elevation of Th2 proinflammatory cytokines (4) even if Th1 immune responses are 

also involved at later time points (5). Lastly, CD patients are thought to be prone to 

experience deregulated lymphocytic infiltration (4). Overall, both genetic and 

immunological observations support the notion that CD-associated deregulated T cell 

function may result in defective innate immune response to CD patient's microbiota. 

 Intestinal homeostasis results from the permanent dialogue between 

commensal microorganisms and components of the innate immune system. The 

nucleotide-binding oligomerisation domain protein 2 (Nod2) is a prototypic member 

of the family of intracellular Nods-like receptors (NLRs) that share similarities with 

the resistance protein in plants (6). NOD2 has been shown to recognize a muramyl 

dipeptide, namely N-acetylmuramyl-L-alanyl-D-isoglutamin, that is found in both 

gram-positive and negative peptidoglycan (7). NOD2-dependent signaling pathway 

involves RIP2 kinase which is required for the terminal activation of NFB and MAP 

kinases (8), resulting in the induction of pro-inflammatory genes (9). Genome-wide 

studies have associated three major loss of function mutations in NOD2 (R702W, 
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G908R and 1007fs) with enhanced susceptibility to CD (10). Furthermore, the 

1007fs mutation in NOD2 has been recently linked to an ileal defect in α-defensin 

(13). In addition to its central role in shaping the gut bacterial microbiota (14), NOD2 

is thought to be involved in the generation of both innate and acquired immune 

responses through several mechanisms, including the secretion of Interleukin-1 

beta (IL1). IL1 is a prototypical pro-inflammatory cytokines involved in 

experimental intestinal inflammation (16), as well as colonic mucosa (17) and 

mononuclear cells isolated from IBD patients (18). Nevertheless, recent studies 

suggest a protective rather than a detrimental role of IL-1 in the development of 

intestinal damages upon DSS-induced colitis (19). Notably, decreased IL-1 

production was correlated with increased susceptibility to CD (20). 

 Here, our reverse genetic approach using chimeric mice revealed a complex 

protective interplay between the non-hematopoietic and hematopoietic compartment 

of the NOD2/IL1R axis in an experimental model of colitis. 
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Materials and methods 

Mice 

Nod2-/-, Rip2-/- and Il1r1-/- mice backcrossed to C57BL/6 background for at least 10 

generations, described before (8, 9, 21, 22), have been used. Adult females, 9 

weeks-old, were housed in specific pathogen-free facility at the Transgenose Institute 

(Centre National de le Recherche Scientifique, Orleans, France). The animal 

experiments were approved and complied with the French government’s ethical and 

animal experiment regulations.  

 

Generation of bone-marrow chimeric mouse 

Six-week-old C57Bl/6J wildtype (WT) or Nod2-/- recipient mice were irradiated with 8 

Gy from a 137Cs source delivered in 1 dose. BM cells were isolated from 6–8-week-

old C57Bl/6J or Nod2-/- donor mice by flushing the bone shafts of the femurs with 

PBS1X and 2.10e6 BM cells intravenously injected into the recipient mice 12h hours 

after the irradiation. WT mice were transplanted with Nod2-/- BM (Nod2-/-->WT) and 

Nod2-/- mice were transplanted with WT BM (WT-> Nod2-/-). As controls, WT mice 

were transplanted with WT BM and Nod2-/- mice transplanted with Nod2-/- BM. Using 

congenic C57BL/6-Ly5.1 as donor mice, chimerism was confirmed by examining 

Ly5.1/Ly5.2 ratio in blood 8 weeks after transplantation by fluorescence activated cell 

sorter (FACS) analysis. 

 

Oxazolone-induced colitis 

For induction of colitis, mice received a presensibilisation injection of 1% oxazolone 

s.c. (4-ethoxymethylene-2-phenyl-2-oxazolin-5-one Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 

(injection 100 µL in 50% ethanol). Five days later, mice were lightly anesthetized with 
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Ketamine/Xylazine (1.25 mg/mL/0.5 mg/mL) i.p and oxazolone 1%, was administered 

intra-rectally via a 3.5 F catheter equipped with a 1-ml syringe. The catheter was 

inserted so that the tip was 4 cm proximal to the anal verge and the oxazolone was 

injected with a total volume of 100 ml of a 50% ethanol. To ensure distribution of the 

oxazolone within the entire colon and cecum, mice were held in a vertical position for 

30 s after the injection. For MDP-treatment experiments, 1mg/kg of MDP (Sigma), 

was injected intraperitonealy at 1, 2 and 3 days before oxazolone challenge. 

 

Determination of histopathological score 

After 24h, the entire colon was removed, photographed and its length measured. 

Samples were also excised and frozen at -80°C for RNA, MPO and histological 

analysis. Colon were washed with PBS1X and fixed in 10% buffered formalin 

(Shandon), dehydrated in ethanol and embedded in paraffin. Sections (3µM thick) 

were stained with H&E for evaluation of pathological changes by two independent 

observers. Histological score was determined according to Tamaki and colleagues 

(23), as a combination of inflammatory cellular influx and localization, crypt/epithelial 

damages associated with their respective tissue involvement. Sections (3 µM thick) 

were stained according to the periodic acid-Schiff method for evaluation of colonic 

mucus content. Number of PAS+ cells was randomly quantified in four independent 

fields of each slides. 

 

Flow cytometry 

Spleen and lymph node and colon were collected 24h after the induction of colitis. 

Spleen and lymph node cells were extracted by passing the organ through a 100µM 

cell-strainer (Becton Dickinson). Cells were washed once in PBS containing 0.5% 
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BSA (PBS/BSA) and stained on ice at 106 cells/100 µl with primary Abs: anti-CD4 

Pacific blue (clone RPA-T4 ), (clone H35-17.2), anti-CD3ε PE or PerCP (clone 145-

2C11), anti-CD69 PE (clone H1.2F3), anti-Tbet PE (clone 4B10), anti-CD25 FITC 

(clone 3C7), anti-GATA3 PE (clone L50-823), anti-IFNg FITC (clone XMG1.2) and 

anti-FoxP3 APC (clone MF23) for 20 min in PBS-BSA containing 1µg/mL of Fc block 

(anti-CD32/CD16) in the dark. All Abs were from BD Pharmingen (R&D Systems). 

After washing with PBS/0.5% BSA, cells were analyzed on a BD Calibur II cytometer. 

 

Statistical analysis 

Results are shown as the mean ± SEM. Differences were evaluated by using 

analysis of variance followed by Student-Newman-Keuls post hoc analysis. Results 

with a P < 0.05 were considered significant. For survival curves, differences between 

groups were compared using log rank test and considered significant when P < 0.05.  
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Results 

NOD2 axis deficiency leads to worsened clinical parameters and increased 

mortality during oxazolone-induced colitis  

Rectal administration of the haptening compound oxazolone dissolved in 50% 

ethanol injures colonic epithelial cells, leading to weight reduction, diarrhea and 

marked loss of goblet cells and is widely used as an experimental model of UC (24). 

To study the implication of NOD2-RIP2 axis in oxazolone-induced colitis-, age- and 

sex-matched Nod2-/-, Rip2-/- and wild-type mice were intra-rectally challenged with 

oxazolone and monitored for signs of colitis. Administration of oxazolone resulted in 

more important mortality in Nod2-/- and Rip2-/- as compared to WT mice (Figure  1A). 

Disease severity was then assessed 24h after oxazolone-treatment. The evaluation 

of colon length, which is a marker of disease severity (25), revealed that colon length 

of Nod2-/- and Rip2-/- mice was on average 20% shorter than wild-type controls 

(Figure 1B). These clinical observations were validated by microscopic examination 

of hematoxylin-eosin stained representative colon sections. We observed marked 

histopathological changes in Nod2-/- and Rip2-/- mice, characterized by infiltration of 

leukocytes in the lamina propria and submucosa, crypt loss and large epithelial 

damage with focal effacement (Figure 1D). Semiquantitative scoring of these 

histological parameters confirmed that oxazolone-induced colitis severity in Nod2-/- 

and Rip2-/- mice mice was significantly higher than in wild-type mice (Figure 1C). 

Loss of goblet cells is another characteristic lesion of oxazolone-induced colitis. As 

shown in Fig. 1F, Nod2-/- and Rip2-/- mice exhibited a large reduction of PAS staining. 

We quantitatively evaluated this histological feature of mucin-producing cells and 

observed a decreased in the number of colonic PAS+ cells in Nod2-/- and Rip2-/- mice 

when compared to WT (Figure 1E). 
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The NOD2 ligand, MDP, induces protection upon oxazolone-induced colitis  

 Because NOD2-RIP2 axis seems to be critical in immune protection during 

colitis, we asked whether and how the NOD2 ligand, MDP, can actively protect mice. 

Mice were systematically injected with 1mg/kg of MDP, three days before oxazolone 

challenge. Clinical symptoms such as colon length and macroscopic appearance 

were evaluated 24h after the challenge. We observed a significant reduction of colon 

length impairment as well as presence of blood in stool and mucosa in MDP-treated 

WT as compared to untreated animals (Figure 2A and 2B). This clinical improvement 

was correlated to an enhanced survival of MDP-treated WT animals upon oxazolone-

induced colitis (Figure 2C).  This protective effect of MDP was completely abrogated 

in Rip2-/- animals, confirming the relevance of the NOD2-RIP2 pathway and partially 

abrogated in Il1r1-/- mice. We then asked whether RIP2 may have an impact on the 

systemic immune response upon oxazolone-induced colitis. To adress this issue, we 

examined the composition of leukocyte infiltrate in the spleen of Rip2-/- and wild-type 

animals, 24h after challenge. Cytometric analysis of spleen revealed a strong 

reduction of both Th1 and Th2 CD4 T-cells in Rip2-/- as compared to WT animals 

(Figure 2D). 

 

Essential role of IL1R1 in protection against oxazolone-induced colitis  

 We established earlier a putative contribution of IL-1R1 axis in MDP-mediated 

protection against oxazolone-induced colitis. To determine whether IL1R1 is directly 

implicated in protection against colitis, we assessed the response of mice lacking 

Il1r1-/-. Similar to Nod2-/- or Rip2-/- mice, Il1r1-/- were highky suscetible to oxazolone-

induced colitis with 75% of Il1r1-/- mice dying 7 days after oxazolone challenge 

(Figure 3A). As seen with Nod2-/- mice, Il1r1-/- mice displayed significant reduction of 



 143

colon length (Figure 3B) and mucosal goblet cells (Figure 3D). Finally, as observed 

for Nod2-/-, observations of HE stained colon sections of Il1r1-/- mice revealed an 

increased incidence of tissular damages (Figure 3C). 

 

NOD2 expression in mucosa and immune cells is critical for T-cell homeostasis 

upon oxazolone-induced colitis  

 NOD2 is expressed in immune cells as well as in epithelial cells (6, 26). To 

determine which cell population is critical for NOD2-dependent protections against 

oxazolone-induced colitis, we generated four groups of bone-marrow chimeras and 

analysed their T-cell response upon colitis. We first analysed overall CD4-Tcell 

recruitment in spleen and observed that Nod2-/- mice receiving both Nod2-/- or 

Nod2+/+ bone marrow exhibited increased accumulation of CD4+ T cell suggesting a 

redundant role of NOD2 signaling in T-cell recruitment (Figure 4A and B). This 

strong splenic T-cell increase in Nod2+/+ Nod2-/- animals was correlated to an 

enhanced activation. The expression of CD69 – a marker of T cell activation – was 

enhanced on CD4+ in the spleen of Nod2+/+ Nod2-/- animals when compared to 

controls (Figure 4C). The intestinal immune response is tighlty balanced between 

effector and regulatory responses by regulatory T cells (Tregs) (27). To test whether 

NOD2 may be involved in the regulation of Treg responses, we assessed the 

presence of CD4+ CD25+ FoxP3+ Tregs. Tregs in Nod2-/- Nod2-/- was 

comparable to Nod2+/+ Nod2-/- and Nod2-/- Nod2+/+ and reduced when 

compared to controls (Figure 4D), suggesting that NOD2 expression in 

nonhematopoietic as well as hematopoietic cells are important for Tregs 

homeostasis. We next asked whether Th1 cells accumulation was also dependent 

on NOD2 signaling and observed that both CD4+ expressing IFN (Figure 4E) – the 



 144

prototypical Th1 like cytokine – or Tbet (Figure 4F) – a Th1 specific transcription 

factor – are significantly decreased in Nod2+/+ Nod2-/-. Overall, these results 

highlighted a complex role of NOD2 expression in mucosa or immune cells on T-cell 

homeostasis upon oxazolone-induced colitis.  
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Discussion 

 Several studies support a causative link between NOD2 mutations and chronic 

inflammation of the gastro-intestinal tract, and the unraveling of inflammatory 

pathways that contribute to IBD pathogenesis is of critical importance for prevention 

and treatment. Pathways using IL-1 and its cognate receptor IL1R1 have been 

recently implicated in the protection in several mouse chemically-induced colitis 

models. In this paper, we show that in acute Th2 colitis conditions, induced by 

oxazolone-induced mucosal damage, NOD2 as well as IL-1 has a protective role. 

As compared to wild-type mice, Nod2-/- and Rip2-/- animals were more sensitive to 

oxazolone-induced colitis associated severity and mortality. Microscopic evaluation 

revealed that colonic inflammation was dramatic in Nod2-/- and Rip2-/- with 

enhanced crypt destruction and goblet cell loss, mucosal erosion and ulceration as 

compared to WT mice. We next revealed that systemic administration of MDP – the 

cognate agonist of NOD2 – was able to protect WT mice from experimental 

oxazolone-colitis in term of macroscopic lesions and mortality. This is in accordance 

with Watanabe and al. whose revealed a MDP-induced protection against DSS or 

TNBS-induced colitis through the downregulation of TLR-dependent pathway (28). 

We extended these results by the observation that Il1r1-/- mice, where the NOD2-

signaling pathway is intact, were, like the Rip2-/- mice unresponsive to MDP-

treatment.  

 We next wanted to decipher the exact role of IL1R1 signaling pathway in 

oxazolone-induced colitis and its probable link with NOD2. IL-1, is expressed 

predominantly by stimulated macrophages and monocytes (29) as a pro-cytokine 

that requires processing by caspase-1 the activated inflammasome (30). IL-1 was 

originally considered as a prototypical pro-inflammatory cytokine. The functions of 
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IL-1 are complex and its involvement in the physiopathology of IBD was regarded 

as critical. Indeed, IL-1 expression was detected at both mRNA and protein levels 

in patients suffering from CD and UC (31), and chemically-induced colitis models 

(32, 33). Polymorphism in the gene encoding IL1-RN has been recently associated 

with IBD (30). Recent studies have also associated IL-18, an inflammasome-

dependent relative cytokine, as an effector cytokine in IBD (34), suggesting an 

increasing important role of IL-1 related pathway in IBD. Earlier studies using 

caspase-1 deficient mice or inhibitor considered IL-1 as detrimental (35, 36). 

Recently, it has been shown that mice deficient for IL1R1 are very susceptible to 

Citrobacter rodentium-induced colitis and this susceptibility was attributed to a direct 

role of IL-1 on colonic apoptosis but not on bacterial dissemination, leukocyte 

recruitment or epithelial reparation (19). The authors also investigated DSS-induced 

colitis and found that IL1R1 deficient mice were mildly susceptible when compared 

to controls. In our hands, IL1R1 deficient mice were susceptible to oxazolone-

induced colitis and exhibited higher mortality.  

 The cytosolic localization of NLRs renders them less accessible to commensal 

bacteria than TLRs at steady-state. However, in inflammatory conditions, invading 

pathobionts or derived-molecular patterns may reach the cytosol of both epithelial 

and myeloid cells and then activate NLR. Furthermore, danger signals generated by 

cell or tissue damages are also known to activate NLRs, caspase-1 and secretion of 

IL-1 (37). In addition, Xiao et al recently demonstrated that mice deficient in the 

negative regulator of Toll/IL-1 receptor signalling, SIGIRR, are highly susceptible to 

intestinal inflammation (38). These results indicate that tight control of the caspase-

1-IL1R axis is critical to maintain gut immune tolerance. 
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 Several former studies reported a link between NOD2 and IL-1 production. 

The first one highlighted the relative specificity of MDP-induced IL-1 production by 

macrophages through a NOD2-RIP2-NLRP3 dependent pathway, without 

demonstrating a clear association between NOD2 and the inflammasome (39). Hsu 

et al., next demonstrated a direct association between NOD2, through its N-terminal 

CARD domain with NLRP1 and caspase-1, which in return of (40). Recently, using 

yeast-two hybrid analysis, Wagner et al. confirmed a possible interaction between 

NOD2 and NLRP1, NLRP3 and NLPR12 (41).  

Finally, our data suggest that NOD2 regulates T-cell homeostasis, upon injury, 

through the hematopoietic/myeloid and parenchymal compartments.  
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Figure 1: NOD2 suppresses intestinal inflammation in an experimental model of colitis. 

(A) Over a 14-day period, survival was monitored daily for oxazolone-treated wild-type, Nod2-/- and 
Rip2-/- mice. (B) Colon length was measured at 24h following intrarectal challenge by oxazolone. (C) 
Histological scoring is depicted. (D) The integrity of the colonic architecture was evaluated by 
hematoxilin and eosin staining (magnification, x40). (E) Number of PAS+ cells in Nod2-/- and Rip2-/- 
colons at 24h following intrarectal challenge by oxazolone. (F) Representative periodic acid-Schiff 
staining of paraffin-embedded transversal sections (magnification, x40). The results are representative 
of three independent experiments. 
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Figure 2: The NOD2 ligand, MDP, induces protection upon oxazolone-induced colitis.  

After 3 days of MDP administration (1 mg/kg) mice were presensitive and challenged by oxazolone 
(respectively 1% s.c and i.r in 50% ethanol). (A) Colon length was measured at 24h following 
intrarectal challenge by oxazolone. (B) Reprensentative colon of MDP-treated and untreated WT mice. 
(C) Over a 5-day period, survival was monitored daily for MDP-treated wild-type, Rip2-/- and Il1r1-/- 
mice upon oxazolone exposure. (D) Aggregate cytometric analysis of CD4+ Tbet+ and CD4+ Gata3+ 
in spleen of wild-type and Rip2-/- mice at 24h following intrarectal challenge by oxazolone. Percentage 
is determined upon CD3+ splenocytes. The results are representative of two independent 
experiments. 
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Figure 3: NOD2 protects mice from oxazolone-induced colitis through IL1R1. 

(A) Over a 14-day period, survival was monitored daily for oxazolone-treated wild-type, Il1r1-/- and 
Il1r1+/+ mice. (B) Colon length was measured at 24h following intrarectal challenge by oxazolone. (C) 
Histological scoring (D) and number of PAS+ cells are depicted. 
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Figure 4: Myeloid and epithelial contribution of NOD2 signaling in T cell homeostasis upon 

oxazolone-induced colitis 
(A) Aggregate and (B) representative cytometric analysis of CD4+ in lymph node of Nod2+/+ -> 
Nod2+/+, Nod2-/--> Nod2-/-, Nod2+/+ -> Nod2-/- and Nod2-/- -> Nod2+/+ mice. Percentage is determined 
upon CD3+ lymphocytes. (C) Aggregate analysis of CD69 expression on CD4+ in mesenteric lymph 
node. (D) Aggregate analysis of CD4+ CD25+ FoxP3+ cells, (E) CD4+ INF+ cells, (F) CD4+ Tbet+ 
cells in slpenocytes of Nod2+/+ -> Nod2+/+, Nod2-/--> Nod2-/-, Nod2+/+ -> Nod2-/- and Nod2-/- -> Nod2+/+ 
mice. 
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Résultats complémentaires 
 

La déficience en Rip2 et Rag2C provoque l’apparition d’abcès spontanés et de 

lésions intestinales. 

 

En vue d’étudier l’éventuel rôle compensateur de RIP2 sur l’immunité adaptative un 

modèle de souris dépourvu de cellules immunitaires adaptatives et de certaines 

cellules innées telles que les cellules NK (Natural Killer) ou les ILC (Innate Lymphoïd 

cells) a été mis en place par croisement de souris Rip2-/- et Rag2-/-C-/-. RAG2 est 

une des enzymes permettant le réarrangement et la recombinaison des gènes VDJ 

codant pour les fragments composant les immunoglobulines, ainsi que les BCR (B 

cell receptors) et TCR (T cell receptors) présents respectivement à la surface des 

lymphocytes B et T. L’absence du gène Rag2 codant cette enzyme conduira donc à 

la production de lymphocytes non fonctionnels. D’autre part, la chaine C est une 

sous-unité commune à plusieurs récepteurs de cytokines telles que  l’IL-2, 4, 7, 9, 15 

et 21 et dirige la croissance et la maturation des cellules NK ainsi que des 

lymphocytes T et B.  

 

Rapidement les animaux Rip2-/-Rag2-/-C-/- ainsi générés ont montré une mortalité 

importante en comparaison avec des animaux Rip2-/- ou Rag2-/-C-/- (Figure 19A). 

Mortalité, souvent observée suite à l’apparition d’abcès cutanés spontanés pouvant 

être localisés au niveau axillaire et au niveau du museau des souris (Figure 19B). De 

plus, l’autopsie a pu révéler une splénomégalie et la présence de zones de nécrose 

dans le foie chez les animaux présentant des abcès (Figure 19C). Une analyse 

histologique du foie et de la rate a permis de confirmer une nécrose hépatique mais 

aucune anomalie au niveau splénique n’a pu être caractérisée en comparaison avec 

des animaux Rag2-/-C-/- (Non montré).  

Les coupes histologiques de côlons issus d’animaux Rip2-/-Rag2-/-C-/- ont montré la 

présence de foyers lésés contenant des cellules mononucléées alors qu’aucune 

lésion inflammatoire n’est observée chez les animaux Rip2-/- ni chez les animaux 

Rag2-/-C-/- (Figure 19D). Afin d’identifier un éventuel pathogène pouvant induire ces 

lésions, une analyse de la muqueuse du côlon par microscopie électronique sur des 

animaux Rip2-/-Rag2-/-C-/- non traités ou suite à un traitement antibiotique par du 
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métronidazole (MTZ) ou un cocktail MTZ et ciprofloxacine a été réalisée. En effet, 

l’analyse par microscopie permet d’observer tous les micro-organismes présents à la 

surface muqueuse en s’affranchissant de leurs conditions de culture.  

 

Figure 19 : La déficience en Rip2 et Rag2C provoque l’apparition d’abcès spontanés et de 
lésions intestinales.  

(A) survie des animaux Rip2-/- (ligne bleue), Rag2-/-C-/- (ligne noire) et Rip2-/-Rag2-/-C-/- (ligne rouge). (B) 
Observation macroscopique d’un abcès cutané après autopsie d’une souris Rip2-/-Rag2-/-C-/-. (C) Observation 
macroscopique de la rate et du foie d’une souris Rip2-/-Rag2-/-C-/- présentant un abcès cutané (panel de gauche) 
ou ne présentant pas de lésion cutanée (panel de droite). La flèche indique la présence d’une zone de nécrose. 
(D) Coupe histologique transversale de côlon après coloration par de l’hématoxyline et de l’éosine. (E) Des 
souris Rip2-/-Rag2-/-C-/- ont été traitées dans leur eau de boisson par du métronidazole (MTZ : 2,5 g/L), un 
cocktail contenant du métronidazole (2,5 g/L) et de la ciprofloxacine (0,6 mg/mL) ou non traitées pendant 
27jours. Après autopsie la muqueuse intestinale du côlon a été fixée par  un tampon phosphate 0,1M contenant 
2% glutaraldéhyde puis analysée par microscopie électronique.  
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Les observations de microscopie électronique ont pu révéler la présence de 

bactéries spiralées de 3 à 4 µm de long chez les animaux non traités et traités au 

métronidazole, alors que le cocktail MTZ/ciprofloxacine a éliminé la quasi-totalité des 

micro-organismes de la muqueuse (Figure 19E). Un pyroséquençage du mucus du 

côlon a permis d’identifier Helicobacter hepaticus (H.h), largement représenté dans 

notre modèle. En accord, H.h est une bactérie à Gram-négatif spiralée, 

microaérophile, de 1,5 à 5 µm de long, sensible à la ciprofloxacine pouvant coloniser 

le tractus gastrointestinal de la souris. 

Le pyroséquençage du mucus du côlon a également mis en évidence la présence de 

norovirus (ou MNV) montré comme capable de potentialiser une inflammation 

bactérienne de façon dépendante de NOD1/NOD2 et RIP2 [282]. 
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Discussion et perspectives 
 

Effet de la déficience en Nod2 dans la colite et le cancer colorectal 

Le modèle murin de colite chimique utilisant le DSS, premièrement décrit par 

Okayasu [283], a été depuis largement caractérisé par l’apparition de signes 

cliniques semblables aux MICI comme la perte de poids, l’apparition de diarrhées, la 

présence de sang dans les selles. De même, l’aspect histologique des côlons 

révélant des dommages épithéliaux avec une perte de l’architecture des cryptes 

intestinales, la présence d’ulcérations ainsi que l’infiltrat de cellules immunitaires dont 

des neutrophiles après traitement par du DSS, est également comparable à ces 

pathologies [284]. 

Une étude récente montre que la déficience en Nod2 n’a pas d’impact sur la sévérité 

de la colite induite par le DSS [285] alors que nous avons mis en évidence que ces 

animaux présentaient une perte de poids, une mortalité et un score histologique 

augmentés ainsi qu’une réduction de la taille de leur côlon en comparaison avec des 

animaux sauvages. Cette contradiction souligne l’importance à la fois du génotype et 

du microbiote dans la susceptibilité des souris Nod2-/-. En effet, ce travail utilise les 

animaux WT et Nod2-/- d’une même portée pour leurs expériences. Comme nous 

l’avons montré, un transfert de flore a pu avoir lieu par la mère ou par les congénères 

d’une même cage augmentant la susceptibilité des souris WT dans le modèle de 

colite DSS. 

 

L’administration de DSS de façon chronique est capable d’induire des dommages de 

l’ADN, ayant pour conséquence l’apparition limitée d’adénomes au niveau de la 

muqueuse du côlon. Cette apparition d’adénomes peut être accélérée par 

administration préalable d’azoxyméthane, un pro-carcinogène [276, 286]. 

Différentes études ont mis en évidence l’association de variants de Nod2 avec le 

CCR [287-290] alors que d’autres études dans des populations différentes n’ont pas 

confirmé cette observation [291-293]. Aux vues de ces résultats, l’implication du gène 

Nod2 dans la survenue du CAC a été étudiée chez la souris dans le modèle 

DSS/AOM.  

Nous avons vu qu’en présence d’une déficience génétique en Nod2, une 

inflammation intestinale médiée par le DSS pouvait se mettre en place et que suite à 

l’administration d’AOM et dans un contexte chronique cette inflammation favorisait la 
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tumorigenèse. De la même façon, Il avait été montré que la déficience en Nod1 

favorisait l’accroissement des tumeurs dans ce modèle de CAC [294] pouvant rendre 

compte de la susceptibilité accrue à la fois à la colite et au CAC des animaux Rip2-/- 

en comparaison aux animaux Nod2-/-. Effectivement, NOD1 et NOD2 empruntent 

tous deux le même adaptateur protéique, RIP2, et le sur-risque observé chez les 

animaux Rip2-/- pourrait résulter du blocage simultané de ces deux voies. 

Par conséquent, nos résultats confirment un rôle protecteur de Nod2 et Rip2 sur 

l’apparition de CAC chez la souris. Les perspectives de notre étude pourraient 

permettre de comprendre comment le récepteur NOD2 prévient de la tumorigenèse 

en réponse à la flore commensale.  

 

La dysbiose dans la MC et le CCR  

Comme ce qui a été observé pour les animaux Nod1-/- [294], un traitement 

antibiotique à large spectre réduit la sensibilité accrue à l’inflammation intestinale 

induite par le DSS ainsi que la tumorigenèse à la fois chez des animaux WT et 

déficients pour Nod2 suggérant une implication bactérienne. 

De nombreuses études ont tenté de mettre en cause des pathogènes tels que 

Clostridium difficile, Listeria, E. coli ou Mycobacterium paratuberculosis comme étant 

responsables de la maladie de Crohn [241]. Mais il est difficile d’incriminer un seul 

pathogène. En effet, le microbiote regroupe une multitude d’espèces bactériennes 

pouvant interagir entre elles par l’intermédiaire de relations favorables 

(commensalisme, symbiose, synergie) ou défavorables (parasitisme, antagonisme), 

formant ainsi une communauté microbienne complexe. L’élimination d’une espèce 

pourrait alors perturber la structure de toute la communauté. Dans ce cas, la 

dysbiose mise en place pourrait participer à l’apparition de l’inflammation intestinale. 

Au contraire, la dysbiose pourrait résulter d’une inflammation chronique perturbant la 

réponse inflammatoire et conduisant à la perte de la reconnaissance des bactéries 

commensales. Il est donc encore difficile de comprendre si la dysbiose est une cause 

ou une conséquence des MICI. 

Bien que la susceptibilité à la colite et au CAC des animaux Nod2-/- soit plus 

importante que pour les animaux WT, les changements observés pourraient provenir 

de statuts inflammatoires différents. Mais, nous avons observé que des animaux 

axéniques WT montraient une vulnérabilité accrue au DSS après recolonisation par 

des fèces de souris naïves déficientes pour Nod2. De plus, les animaux WT qui ont 
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été co-hébergés transitoirement avec des animaux Nod2-/- ou Rip2-/- avant 

l’administration du DSS ont également montré une susceptibilité accrue à la colite 

expérimentale. D’autre part, Les souris Nod2-/- présentent une dysbiose [295] et nous 

avons observé que cette flore pouvait être transmise chez l’adulte et le nouveau-né 

WT. 

Nos données démontrent que la déficience en Nod2 crée une niche écologique qui 

confère un risque de transmissibilité pour l’inflammation intestinale et la 

carcinogenèse. Ces observations suggèrent que la dysbiose présente chez les 

animaux Nod2-/- soit à l’origine du sur-risque de colite après la provocation de lésions 

de la barrière muqueuse par le DSS. Ceci met en évidence le rôle complexe de la 

fonction barrière de la muqueuse colique lors d’une dysbiose dans un contexte 

déficient en Nod2 ou Rip2.  

 

Nous pouvons alors nous demander comment la dysbiose peut prendre part à 

l’apparition de colites et de tumeurs. La dysbiose pourrait contribuer aux MICI par 

l’émergence et/ou l’expansion de bactéries colitogènes [278, 296] ou la réduction de 

souches protectrices [6]. La déficience en Nod2 pourrait également induire 

l’émergence de pathobiontes transmissibles comme ce qui a pu être observé en 

l’absence de Rag2 et T-bet [247] ainsi que chez les animaux Nlrp6-/- [10]. Dans un 

contexte où la flore intestinale ne jouerait pas son rôle de barrière, l’implantation de 

bactéries commensales pourrait être observée. La translocation de ces bactéries à 

travers l’épithélium pourrait alors entraîner une pathologie chez l’hôte. Ou encore, 

cette déficience pourrait permettre l’implantation de pathogènes dans l’intestin qui 

orienterait le système immunitaire vers une réponse pro-inflammatoire. Malgré un 

maintien des animaux en zone d’élevage SPF (Specific Pathogen Free), des 

pathogènes pourraient être présents. En effet, dans ce type de zone d’élevage seul 

une liste restreinte de pathogènes est contrôlée. 

 

Nos résultats ont mis en évidence l’expression augmentée de la claudine 5 chez des 

souris WT après transfert de flore d’animaux déficients pour Nod2 ou Rip2. La 

Claudine 5 est une protéine membranaire impliquée dans la formation des jonctions 

serrées. Dans la MC, la structure et le nombre des jonctions serrées entre les 

cellules épithéliales de la muqueuse intestinale sont modifiés ayant pour 

conséquence d’augmenter la perméabilité intestinale et donc de favoriser le passage 
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bactérien à travers la muqueuse participant à l’inflammation. Une diminution de 

l’expression ainsi qu’une redistribution des claudines 5 et 8 contribueraient aux 

changements observés dans les jonctions serrées [250]. 

Nos résultats indiquent, qu’au contraire, le microbiote issu de souris déficientes pour 

Nod2 conduirait à l’induction de l’expression de la claudine 5 chez des animaux WT. 

De nombreux cancers humains présentent une expression anormalement élevée des 

claudines entrant dans la composition des jonctions serrées entre les cellules. Il faut 

noter que la claudine 5 serait plus particulièrement exprimée dans les cellules 

endothéliales mais aussi dans les tumeurs épithéliales [297].  

Suite à une rupture de la barrière intestinale induite par le DSS, le microbiote 

dysbiotique des souris Nod2-/- pourrait donc favoriser la tumorigenèse en 

surexprimant la claudine 5 en maintenant les jonctions serrées entre les cellules 

épithéliales mais également en favorisant l’angiogenèse. Il reste tout de même à 

déterminer si les transcrits de la claudine 5, dont le nombre est augmenté, 

conduisent à la production de protéines fonctionnelles localisées au niveau des 

jonctions intercellulaires afin d’étayer cette hypothèse. 

 

Régulation de la composition du microbiote par NOD2 

Chez l’Homme et chez la souris, NOD2 est impliqué dans la production de peptides 

antimicrobiens par les cellules de Paneth dans l’iléon et par les cellules épithéliales 

au niveau du côlon [298]. La production de ces molécules est un moyen de défense 

innée contre les micro-organismes. De plus, la flore elle-même aide au maintien de la 

production de peptides antimicrobiens comme Reg3 qui permettrait la séquestration 

de la flore commensale et l’élimination de bactéries pathogènes [281]. Par 

conséquent, les molécules antimicrobiennes pourraient participer à l’établissement 

de la dysbiose observée chez les souris déficientes pour Nod2. En effet, nous avons 

pu observer une diminution de la production de la lectine de type C Reg3 chez les 

souris Nod2-/-. Il reste à déterminer si l’absence de Reg3 suffit à rendre compte de 

la dysbiose et de la prédisposition à la colite observée en absence de Nod2.  

Hormis la compréhension des mécanismes conduisant à la dysbiose, sa 

caractérisation qualitative et quantitative semble importante en vue d’appréhender 

quelles bactéries entrent en jeu dans les MICI et dans le CAC. Ceci pourrait aider à 

restaurer les interactions entre le microbiote et la muqueuse intestinale afin 



 163

d’élaborer des thérapies pour les patients. L’utilisation d’antibiotiques et de 

probiotiques pour le traitement des MICI va dans ce sens mais l’application de ces 

traitements à tous les patients est difficile étant donné la grande variabilité 

microbienne et génétique existante entre les individus.  

 

Détection du microbiote en absence de NOD2 et implication dans la 

tumorigenèse 

Une augmentation de la susceptibilité à la colite et à au CAC a été observée chez les 

souris déficientes en Nod2 et pourrait être liée à la dysbiose présente chez ces 

animaux. En absence de NOD2 quels récepteurs pourraient alors permettre la 

reconnaissance de ce microbiote ? 

Jusqu’à lors, le rôle de NOD2 dans la tumorigenèse restait indéterminé. Au contraire, 

de nombreux TLR, NLR et de certains de leurs adaptateurs protéiques, médiant leur 

signalisation, ont déjà pu être mis en évidence comme participant à cette pathologie. 

TLR2 [299] et son adaptateur MyD88 [300], NOD1 [294], NLRP6 [301, 302] ainsi 

NLRP3 et ses adaptateurs ASC et Caspase 1 [303, 304] exerceraient un rôle 

protecteur à l’encontre de la tumorigenèse alors que TLR4 exercerait une fonction 

délétère [305]. TLR4 pourrait par conséquent participer à la reconnaissance du 

microbiote lorsque NOD2 est absent. D’autant plus qu’un dialogue semble exister 

entre NOD2 et TLR4. En effet, les souris déficientes pour Nod2 présentent une 

augmentation de la transcription de TLR4 [231] et NOD2 pourrait médier une 

tolérance à l’encontre des bactéries en inhibant la voie TLR4 [306, 307]. Une fois la 

tolérance levée, en absence de NOD2, TLR4 pourrait donc prendre le relais et 

induire une réponse inflammatoire excessive en réponse au microbiote intestinal qui, 

à long terme, pourrait conduire à une tumorigenèse. 

 

La cytokine IL-6 acteur principal dans les lésions inflammatoires chroniques et 

la progression tumorale 

La dysbiose chez les animaux Nod2 déficients a été identifiée comme un déterminant 

clé pour une réponse inflammatoire exacerbée de l’épithélium intestinal.  Dans notre 

étude, la sévérité de la maladie a été liée à une réponse médiée par l’IL-6 accélérant 

ainsi la progression tumorale. 

En effet, la signalisation de l’IL-6 via ses récepteurs l’IL-6R et le gp130Fc participerait 

non seulement au développement de colites [308, 309] mais également à l’initiation 
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et la progression tumorale [310]. Il semblerait que l’IL-6 favorise la prolifération et la 

survie des entérocytes par l’intermédiaire de l’activation du facteur de transcription 

STAT3 [311, 312]. Une étude récente suggère que l’IL-6 soit produite en réponse à 

des dommages de l’ADN [313] par l’intermédiaire de la voie STAT3/IL-6 pouvant 

expliquer son implication dans de nombreux cancers humains.  

Dans les modèles de colite et de CAC nous avons observé une augmentation de 

l’Il6. Il reste désormais à déterminer si l’IL-6 est nécessaire et suffisante à la réponse 

de la muqueuse intestinale à la flore colitogène chez les souris Nod2-/-.  

Alors que les souris Nod2-/- présentaient un nombre de tumeurs plus important et une 

diversité microbienne réduite en comparaison aux souris WT, la thérapie anti IL-6R à 

permis de réduire la tumorigenèse et de restaurer la diversité microbienne. Après ce 

traitement, la structure globale du microbiote ainsi que les proportions des 

Bacteroidetes et Firmicutes ont pu être rééquilibrées. Par conséquent, la 

carcinogenèse médiée par l’IL-6 a été identifiée comme conduisant à des 

changements du microbiote associé au côlon de façon dépendante de Nod2. 

 

Cellules orchestrant l’inflammation 

Différents types cellulaires pourraient participer à l’établissement de l’inflammation 

chez les animaux déficients pour Nod2 et Rip2. Nos résultats ont pu montrer une 

augmentation des neutrophiles chez les souris Nod2-/- en comparaison aux WT alors 

que nous n’avons pas mis en évidence de changement dans le nombre de 

macrophages et de DC entre les deux génotypes. Mais il semblerait que le 

recrutement de neutrophiles soit lié à l’inflammation médiée par le microbiote 

intestinal puisque le traitement antibiotique est capable de réduire leur nombre.  

Nous avons vu que NOD2 pourrait exercer son effet protecteur de la colite en 

maintenant la composition du microbiote grâce à la production de peptides 

antimicrobiens. Mais NOD2 pourrait également réduire l’inflammation en réponse au 

microbiote par l’intermédiaire des lymphocytes. En vue de déterminer si les 

lymphocytes peuvent médier l’inflammation chez les animaux Nod2-/- et Rip2-/- un 

modèle de souris triple KO Rip2-/-Rag2-/-C-/- a été élaboré. 

De manière inattendue, ces animaux ont présenté une inflammation du côlon qui 

semble résulter d’une infection par Helicobacter hepaticus (H.h). En effet, les cellules 

du système immunitaire inné sont capables de conduire au développement d’une 

inflammation intestinale [311] ainsi qu’au développement de carcinomes [314] chez 
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des souris Rag2-/- suite à une infection par H.h. Le transfert adoptif de lymphocytes T 

régulateurs CD4+ CD25+ pourrait alors inhiber l’inflammation induite par cette 

bactérie [311, 314] suggérant que l’inflammation soit médiée par les cellules 

immunitaires innées et contrôlée par les cellules régulatrices de l’immunité acquise.  

D’autre part, Nod2 et Rip2 pourraient limiter la colonisation iléale par H.h [309, 315] 

et l’expression d’un transgène codant la défensine HD5 chez des animaux Nod2-/- est 

capable de réduire l’inflammation induite par cette bactérie [315]. 

Cette observation renforce l’idée que l’immunité innée et acquise agissent de 

manière concertée pour limiter l’inflammation. D’une part l’immunité innée détecte et 

limite l’invasion de la muqueuse par les micro-organismes indésirables par exemple 

en produisant des peptides antimicrobiens et en déclenchant l’immunité acquise qui 

pourra alors éliminer les pathogènes si l’immunité innée a échoué et/ou limiter une 

inflammation excessive par la production de cellules régulatrices. 

 

Pour conclure sur notre étude, dans un contexte déficient pour Nod2, une réponse 

inflammatoire à la flore intestinale dépendante de l’IL-6 favoriserait la mise en place 

d’une flore colitogène qui prédisposerait au CAC. Le caractère transmissible de cette 

flore colitogène représente en soi un outil pour l’étude des interactions avec le 

système immunitaire inné et adaptatif. Enfin, la caractérisation du microbiote 

colitogène, permettra la mise au point de thérapies ciblées en vue de réduire la 

tumorigenèse associée à une inflammation persistante chez ces patients. 

 

Rôle de Nod2 et de la voie IL-1 dans un modèle de colite Th2. 

Dans l’article 2, nous avons montré que les animaux déficients pour Nod2 et Rip2 

présentaient une susceptibilité accrue à la colite de type Th2 induite par un haptène, 

l’oxazolone. Cette augmentation de la susceptibilité est accompagnée d’une  

réduction des populations Th1 et Th2 spleniques.  

Le MDP est motif minimum du peptidoglycane bactérien capable de stimulé 

spécifiquement NOD2. L’utilisation de ce ligand, dans le modèle oxazolone, a 

tendance à réduire la susceptibilité des animaux WT alors que les souris déficientes 

en Rip2 et en Il1r1 conservent une susceptibilité importante. De plus les animaux 

Il1r1 déficients présentent une susceptibilité à la colite Th2 augmentée, suggérant un 

rôle protecteur de la voie IL1R1 dans la ce modèle. NOD2, son adaptateur RIP2 ainsi 

que NLRP3 sont requis pour la production et la maturation d’IL-1 en réponse au 
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MDP [316]. De plus la signalisation IL-1R exerce un effet protecteur à l’encontre de la 

colite induite par Citrobacter rodentium [317]. Une étude récente suggère que le 

blocage de l’IL-1 inhibe la production de cytokines inflammatoires induite par le 

MDP chez les macrophages. Cette étude met en évidence un rôle de l’IL-1 dans la 

sécrétion autocrine de cytokines inflammatoire chez les macrophages en réponse à 

une stimulation de NOD2 par du MDP. Cette boucle de régulation autocrine serait 

également responsable de l’activation des MAPK, JNK et p38 par le MDP [318]. 

Cette IL-1 autocrine pourrait donc exercer son effet protecteur en régulant la 

production de cytokines pro-inflammatoire induite par NOD2 en réponse au MDP.  

 

Pour conclure, ces résultats suggérent que les mutations de NOD2 pourraient 

entraîner des défauts à la fois d’immunité innée et d’immunité adaptative en réponse 

à la dysbiose ce qui participerait à l’établissement de la maladie de Crohn et à la 

carninogenèse. 
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