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Introduction

Les découvertes récentes dans la recherche sur la parodontite reconnaissent que la
destruction parodontale est due a une réponse inflammatoire exacerbée de I'hébte,
associée a une dysbiose du microbiote oral. Les termes « gingivite » et « parodontite »
reconnaissent de par leur étymologie cette réponse inflammatoire a une irritation
chronique orchestrée par la composante bactérienne.

En effet, une dysbiose, qui caractérise un état de déséquilibre en terme d’abondance ou
d’influence relative d’'une espéce microbienne dans un écosystéme, émerge comme une
cause potentielle des désordres inflammatoires muqueux, comme la parodontite ou
encore les maladies inflammatoires chroniques de I'intestin. Les mécanismes menant a une
dysbiose sont tres peu compris et donc sous intense investigation.

Le microbiote intestinal est le plus grand réservoir bactérien du corps humain (10*%, soit 10
fois plus de bactéries que de cellules humaines dans l'intestin), et de nombreuses actions
lui sont associés telles que la digestion mais aussi I'induction, I’éducation et la fonction du
systeme immunitaire ainsi que la participation a notre systeme neuro-endocrine. On peut
considérer le microbiote intestinal comme un organe a part-entiére. Il est fortement
personnalisé et facilement influencé par des facteurs environnementaux, incluant le
régime alimentaire. De plus, la diversité métagénomique (contenu génétique bactérien)
inhérente dépasse largement la capacité métabolique de son héte. Lorsque la relation
symbiotique avec notre microbiote intestinal est perturbée, cela est considéré comme une
des causes de nombreuses maladies systémiques telles que les maladies inflammatoires
chroniques de I'intestin (MICI).

Le microbiote oral pourrait étre considéré comme un cofacteur du microbiote intestinal.
Hormis sa composante locale, la parodontite est associée a de nombreuses pathologies
systémiques via sa composante inflammatoire et microbienne. Ainsi, une surveillance de la
santé buccale est primordiale, car elle est souvent qualifiée comme le “miroir de la santé
et de la maladie”. Les problémes au sein de la cavité buccale pourraient bien devenir des
marqueurs précoces de futures maladies systémiques.

Plus particulierement, il existe une association entre la parodontite chronique et les
maladies inflammatoires chroniques de l'intestin. L'objectif de cette thése est d’identifier
les mécanismes biologiques liés a cette association.

Dans ce but, nous allons aborder la mise en place des microbiotes et leur relation avec
notre systéme immunitaire afin de comprendre I'établissement et le maintien de la relation
microbiote/h6te. Ensuite, nous allons comprendre le rble de cette relation dans la
parodontite chronique et les MICI et analyser l'influence bidirectionnelle de ces
pathologies. Enfin, dans la partie expérimentale, nous allons explorer les répercussions de
la parodontite chronique sur le systéme immunitaire périphérique car I'installation d’'une
inflammation systémique chronique serait favorable a I'établissement des MICI. De plus,
nous allons investiguer si ces répercussions peuvent étre rétablies par la mise en place
d’une thérapeutique parodontale.
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Colonisation bactérienne : les premiers instants de
vie
La colonisation bactérienne des voies aéro-digestives et de la peau du foetus commence
immédiatement dés la naissance (1,2). A ce moment-la, c’est un incroyable « tsunami » de
micro-organismes sous forme de bactéries endogénes maternelles ou exogéenes qui

colonise ainsi le nouveau-né précédemment « stérile ». En paralléle, cela nécessite une
non-réaction du systéme immunitaire de I'héte.

Il est possible qu’un contact microbien pendant la vie prénatale ait lieu, ce qui pourrait
effectivement engendrer une tolérance immunitaire instruite par la mere en préparation
de cette premiere inoculation de microorganismes pendant I'accouchement (3). En effet, il
est primordial de préparer les muqueuses immunologiquement immature afin de
permettre un consortium microbiote-hote physiologique (2).

Suite a lI'accouchement, on observe trois différentes phases dans I'établissement du
microbiote intestinal de I'enfant durant les premieres années de vie :

- Les premiers jours, ce microbiote se compose différemment selon le mode
d’accouchement, le mode de nutrition et I'exposition aux antibiotiques. Il est
dominé par des bactéries opportunistes aérobies ou anaérobies facultatives qui
exploitent les conditions naives de I'intestin du nouveau-né.

- Les stages intermittents du développement, du 1°" au 24°™® mois, sont plus
dynamiques et le microbiote intestinal apparait étre principalement sensible aux
perturbations inhérentes au développement du nourrisson, mais aussi a son mode
de nutrition et a la prise d’antibiotiques. Cette période correspond a une sensible
« fenétre critique » ouU méme une perturbation transitoire du microbiote peut
impacter la santé a long terme.

- A partir du 24°™¢ mois, le microbiote intestinal se stabilise graduellement jusqu’a
ressembler a celui d’une configuration adulte, qui est caractérisé par une plus haute
diversité microbienne et une meilleure résilience au changement. Cette période fait
le parallele avec une transition alimentaire de liquide a solide, un important
catalyseur pour la maturation de ce microbiote.

14



1. Les premiers jours de vie

Lors de l'accouchement, le nouveau-né est colonisé par une multitude d’organismes
bactériens menant a l'installation d’un microbiote primaire, dit microbiote néonatal, a
travers les différents sites du corps et notamment au sein du tractus gastro-intestinal.

Etant donné la mise en lumiére de I'importance de notre microbiote ces deux dernieres
décennies, de nombreuses études scientifiques se sont intéressées aux processus de
colonisation initiale suivi du développement de celui-ci chez le nouveau-né (3-7).
Cependant, une grande majorité de ces études se sont seulement focalisées sur le
microbiote intestinal. Un outil majeur pour I'analyse du microbiote intestinal est I'analyse
du microbiote fécal, qui serait donc indirectement représentatif des communautés
bactériennes résidant dans le colon.

Il en résulte que les communautés bactériennes maternelles sont définies comme
majoritairement responsables de la transmission intergénérationnelle des microbiotes
(3,6,7). En effet, nous allons voir que le mode d’accouchement ainsi que régime alimentaire
et 'exposition aux antibiotiques, influencent I'établissement, la composition et le maintien
d’un microbiote primaire favorable a la santé du nouveau-né.

1.1 Le mode d’accouchement

Le foetus, dit « stérile » au sein du placenta, sera colonisé par les especes bactériennes
présentes dans son environnement pendant et aprés I'accouchement. Ces communautés
bactériennes seront donc celles qui établiront le microbiote néonatal qui accompagnera le
développement du nouveau-né lors de ses premiers jours de vie.

En ce sens, le mode d’accouchement affecte énormément la composition du microbiote
néonatal. De nombreuses études qui ont comparé le microbiote intestinal de nouveau-nés
nés par voie basse ou nés par césarienne ont observées une nette distinction de son
établissement, méme si les données ne sont pas unanimes en termes de composition
bactérienne.

Une naissance par voie basse semble favoriser une colonisation par les especes
bactériennes appartenant au microbiote vaginal maternel (3,7). Durant les premiers jours
de vie, leurs microbiote intestinal présenterait une prédominance des genres Lactobacilles,
Bifidobactéries, Prevotella, Enterocoques, Escherichia/Shigella, Streptocoques, Rothia,
Staphylocoques ou Enterobacteries selon les cas (3-8), reflétant une communauté
bactérienne qui ressemble en composition avec la communauté bactérienne vaginale et
fécale de la mere (4).
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En contraste, le microbiote intestinal d’un enfant né par césarienne présente une
ressemblance significativement amoindrie avec les microbiotes maternels. Leur microbiote
intestinal est composé de bactéries appartenant au genres Staphylocoques, Streptocoques,
Haemophilius, Enterobacteries ou Veillonella selon les cas (4,7), indiquant que les espéces
bactériennes de la peau, mais aussi celles provenant de I'environnement hospitalier, sont
les premieres colonisatrices de ces nouveau-nés car ils n"ont pas été en contact avec le
microbiote vaginal et fécal de leur mere (3,4,7).

Ces résultats démontrent I'importance du facteur environnemental dans I'établissement et
la composition du microbiote primaire. En effet, il se constitue d’especes bactériennes
colonisatrices opportunistes associées aux différents environnements avec lesquels le
nouveau-né a été initialement en contact.

En conclusion, la transmission verticale intergénérationnelle du microbiote de la mére au
nouveau-né est compromise lors d’'un accouchement par césarienne.

1.2 Le mode de nutrition

Suite a ce « tsunami » bactérien colonisant le nouveau-né pendant sa naissance, le mode
de nutrition mis en place conduit a des schémas de développement et de maintien du
microbiote qui sont distincts en termes de composition (9).

Une source majeure d’entretien du microbiote oral et intestinal est le lait maternel, en
opposition au lait artificiel (lait infantile) (10).

Le lait maternel renforce les défenses muqueuses non seulement en pourvoyant des SIgA
et SlgM maternelles mais aussi en délivrant des cellules immunitaires, cytokines, facteurs
de croissance en plus d’éléments nutritifs essentiels a la bonne composition et fonction du
microbiote du nouveau-né et du nourrisson (11). Il est aussi pourvoyeur de bactéries car il
comprend majoritairement les genres Streptocoques, Staphylocoques et dans une moindre
présence Bifidobactéries et Lactobacilles (12), qui sont parmi les premiers colonisateurs de
I'intestin et de la cavité buccale.

Le lait maternel contient une haute concentration d’oligosaccharides avec des activités
prébiotiques, stimulant la croissance d’espéces bactériennes produisant I'acide lactique,
acquises depuis les communautés vaginales maternelles et qui sont considérés comme une
fraction majoritairement bénéfique du microbiote du nouveau-né (10,11).

Comme le cite I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) : « Le colostrum, sécrétion lactée
jaunatre et épaisse produite a la fin de la grossesse, constitue, ainsi que le préconise 'OMS,
I"aliment parfait pour le nouveau-né qui doit commencer a s’alimenter dés la premiére
heure qui suit la naissance. L’allaitement exclusif au sein est recommandé jusqu’a I'age de
six mois. De six mois a deux ans, voire plus, I'allaitement doit étre complété par une autre
alimentation » (13).
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1.3 L’exposition aux antibiotiques

Les facteurs majeurs affectant le transfert intergénérationnel du microbiote incluent
également |'exposition aux antibiotiques. Chez les nouveau-nés et les nourrissons en
particulier, les antibiotiques pourraient interférer avec le développement normal du
microbiote néonatal vers un microbiote “adulte” (6). De ce fait, I'extinction d’espéces
bactériennes et la perte de diversité microbienne sont augmentées.

Il est intéressant de constater que la distinction et la perte de diversité du microbiote
inhérente a une naissance par césarienne pourrait étre imputée de maniéere partielle a des
conditions cliniques sous-jacentes comme la prise d’antibiotiques (4).

2. du 1°¢" au 24°™ mois de vie

La composition du microbiote néonatal et sa fonction associée sont relativement
homogeénes entre tous les sites anatomique du corps a la naissance (14). Dans les stages
précoces du développement, le microbiote intestinal est généralement faible en diversité
et dominé par deux phyla majeurs : Actinobacteria et Proteobacteria (3). En fonction du
temps, le microbiote intestinal devient de plus en plus diversifié avec I'émergence et la
dominance des phyla Firmicutes et Bacteroidetes, et cela peu importe le mode
d’accouchement (15).

En effet, les perturbations du microbiote pendant la premiére année entrainent des effets
transitoires plutét que des altérations permanentes sur la composition de celui-ci. Il
apparait ainsi que I'avantage d’adaptation des espéces microbiennes qui dominent les
différents microbiotes a un age plus mature surpasse |'avantage initial des espéces
bactériennes opportunistes qui sont moins bien adaptées a I'’environnement intestinal.
Cela conduit a une réorganisation significative du microbiote primaire a travers plusieurs
sites anatomiques en construction (14,16).

Différentes communautés bactériennes se développent ainsi selon un site anatomique
spécifique avec des métabolismes et fonctions bactériennes concomitantes reflétant la
probable adaptation a une «niche» environnementale (14). Par exemple, des
changements progressifs dans I’environnement intestinal comme le développement
intrinseque de la muqueuse et une décroissance de la concentration en oxygene pourraient
imposer une stricte sélection pour ne retenir que les espéces hautement adaptées a ce
milieu (16).

De ce fait, la distinction microbienne inhérente au mode d’accouchement diminue
graduellement durant cette période et la composition du microbiote se diversifie (14). Les
communautés bactériennes qui dominent les premiéres semaines de vie déclinent pour
laisser place a une composition, diversité et capacité fonctionnelle bactérienne engendrant
des microbiotes en concordance avec un age plus mature (3,4,9). Cette similarité croissante
indique que les microbiotes entrent dans une maturation graduelle finement régulée et
cela peu importe le mode d’accouchement (3,4,17).
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Cependant, deux nuances inhérentes au mode d’accouchement persistent. Les nourrissons
nés par césarienne présentent un microbiote intestinal moins diversifié avec une
colonisation par les especes appartenant aux Bacteroidetes qui est retardée (18). De plus,
méme si la distinction inhérente au mode d’accouchement s’atténue graduellement durant
cette période, les communautés bactériennes initialement acquises ont un rdle direct dans
la protection et le développement de I’hote durant les premiéres semaines de vie. Cette
communauté initiale peut engendrer des pathologies néo-natales comme I'entérocolite
nécrosante (19).

3. Apres les 24 premiers mois de vie

La composition du microbiote et sa fonction se sont significativement répandus et
diversifiés en parallele du développement anatomique du nourrisson. Concernant le
microbiote intestinal, un nouveau facteur vient participer a de tels changements
démographiques et fonctionnels. Ce nouveau facteur est le sevrage du lait maternel (ou du
lait infantile) et I'introduction d’une alimentation solide (4,9). Le sevrage associé a la prise

d’une alimentation solide induit une maturation conséquente de ce microbiote.

Ainsi, les caractéristiques du microbiote intestinal de I'enfant convergent vers celui d’un
adulte, caractérisé par un profil bactérien restreint aux phyla Bacteroidetes et Firmicutes,
suivis par une relative présence d’Actinobacteries et Proteobacteries. Une configuration
adulte est caractérisée par une diversité bactérienne élevée ainsi qu’une meilleure
résilience aux perturbations.

Chez I'adulte, la densité et la composition du microbiote sont affectées par des gradients
chimiques, nutritionnels et immunologiques le long du tractus intestinal.

Dans l'intestin gréle, il y a typiquement des hauts niveaux d’acide, d’oxygene, de peptides
antimicrobiens, en plus d’une introduction quotidienne d’aliments et un faible temps de
transit, ce qui rend le microbiote local trés variable au sein d’'une méme journée (20).

En contraste, les conditions inhérentes au c6lon engendrent une communauté dense,
stable et diverse, majoritairement anaérobie avec la capacité de digérer les carbohydrates
complexes qui sont non digérés le long de I'intestin gréle (20). Malgré ces caractéristiques,
il reste relativement facile de perturber la composition du microbiote intestinal. Il peut étre
modifié par la prise répétée d’antibiotiques et il peut étre impacté par une modification du
style de vie et un changement alimentaire (21) conséquent sur la durée.

4. Le microbiote oral

Peu d’équipes scientifiques se sont focalisées sur I'établissement du microbiote oral et de
son développement durant les premiéres années de vie.

Le Human Microbiome Project (22) lancé par le National Institute of Health (NIH) en 2008
aux Etats-Unis ambitionne de caractériser les différents microbiotes et microbiomes
humains, incluant ceux de la cavité buccale. La caractérisation des microbiotes au sein de
la cavité buccale est plus simple du fait de son accessibilité mais plus longue du fait de la
présence de multiples habitats tels que la langue, les tissus mous, le palais, la salive en plus
du biofilm supra- et sous-gingival. Cependant, ce projet se concentre sur une
caractérisation au sein d’'une cohorte d’adultes sains seulement (23).
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Comme le microbiote intestinal, |I’établissement et le développement du microbiote oral
semble étre modulé par plusieurs facteurs, dont le mode d’accouchement et le régime
alimentaire (24).

Les espéces appartenant aux Streptocoques sont habituellement les premiéres a coloniser
la cavité buccale (25). Le genre Streptocoques reste le genre dominant dans la cavité
buccale du nourrisson édenté, accompagné du genre Veillonella et Neisseria. Ces espéeces
bactériennes composent ainsi le microbiote salivaire du nourrisson édenté (25).

L’éruption des dents crée de nouveaux habitats bactériens : le biofilm dentaire, supra- et
sous-gingival ainsi que le sulcus gingival, qui est nourri par le fluide sulculaire. Avec la salive,
ce fluide est critique dans la maintenance de I'intégrité du sulcus. |l contient des peptides
antimicrobiens, des immunoglobulines, et des nutriments qui supportent la flore
bactérienne sous-gingivale résidente.

Chez I'adulte sain, les principales communautés bactériennes identifiées dans la cavité
buccale se limitent a six phyla majeurs: Bacteroidetes, Firmicutes, Fusobacteries,
Actinobacteries, Proteobacteries et Spirochetes (23,26-28).

Le microbiote salivaire comprend majoritairement les genres Streptocoques et Veillonella
(Firmicutes), Haemophilus et Neisseria (Proteobacteries), Rothia (Actinobacteries),
Prevotella et Porphyromonas (Bacteroidetes), et Fusobacterium (Fusobacteries) (29,30).
Le microbiote de la plaque dentaire supra-gingivale est lui représenté par 6 genres:
Streptocoques et Veillonella (Firmicutes), Corynebacterium, Actinomyces et Rothia
(Actinobacteries), et Fusobacterium (Fusobacteries) (28).

Le microbiote de la plague dentaire sous-gingivale est impliqué dans la maladie
parodontale. Une hypothése, celle de la « bactérie clé », suggere qu’une espéce
bactérienne spécifique en faible abondance peut initier une inflammation parodontale en
« transformant » une flore saine en une flore pathogene. Cependant, la communauté
scientifique doit d’abord définir ce qu’est une flore saine afin de pouvoir caractériser les
espéces qui composent une flore pathogene.

Il est intéressant de noter que des évidences récentes suggérent que les especes
bactériennes orales pourraient coloniser I'intestin. Par exemple, Bifidobacterium dentium
a été trouvé en forte abondance et prévalence dans le microbiote intestinal d’une cohorte
d’enfant (31). Cela suggere la présence potentielle et I'influence de certaines espéces
bactériennes provenant de la cavité buccale dans la composition et la fonction du
microbiote intestinal chez I'enfant et I'adulte.
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Microbiote : construction et maturation du systeme
immunitaire

1. Caractéristiques du microbiote intestinal

Le microbiote intestinal est un facteur primordial de la santé humaine. Aujourd’hui, il est
définit comme un organe a part entiére et il est souvent porté comme le garant de notre
santé et de notre bien-étre. L'environnement intestinal qui le circonscrit est considéré
comme notre deuxieme cerveau au vu du nombre de terminaisons neuronales présentes.
Il participe donc a notre systeme neuro-endocrine. De plus, il est aussi impliqué dans le
métabolisme, la physiologie intestinale, la digestion et la dégradation des xénobiotiques
(32).

Le nombre de microorganismes habitant le tractus gastro-intestinal est estimé a plus de
104, soit 10 fois plus de bactéries que de cellules humaines et plus de 100 fois plus de
matériel génomique (microbiome) (33). Ainsi, la diversité métagénomique microbienne
dépasse largement la capacité métabolique de son hote.

Les données compilées a partir du Human Microbiome Project identifient 12 phyla dans
lesquels 90% appartiennent aux Proteobactéries, Firmicutes, Actinobactéries et
Bacteroidetes (17,23). Le microbiote intestinal n’est pas aussi divers que les microbiotes
des différents sites anatomiques mais il révéle un haut niveau de redondance fonctionnel.
Les especes bactériennes retrouvées dans les selles adultes, reflétant en présumé le
microbiote du célon, sont trés bien adaptées a leur environnement et proviennent
majoritairement de deux phyla dominant: Firmicutes et Bacteroidetes (34,35)

L’alimentation est le facteur majeur dans la définition de ce microbiote et dans la santé de
I’h6te (21). Une alimentation riche en graisse et protéines favorise les Bacteroides, alors
gu’une alimentation riche en fibre augmente la prévalence de Prevotella, qui sont deux
genres appartenant au phylum Bacteroidetes (36). Une autre étude stipule qu’une
alimentation occidentale avec un faible apport en fibres est associée a un appauvrissement
global de ce phylum (37).

Une diminution de la production d'acide gras a chaine courte (AGCC) est évidente chez les
personnes consommant un régime pauvre en fibres complexes, ce qui est notable puisque
les AGCC jouent un role important dans la santé de I'h6te via des mécanismes anti-
inflammatoires notamment (38). L'administration d'un régime pauvre en fibres a des souris
entraine une réduction de la diversité microbienne intestinale, dont la restauration
requiert la ré-administration de fibres en combinaison avec les genres bactériens
manguants (39).
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2. Microbiote intestinal et systéeme immunitaire

Le microbiote joue un rbéle fondamental dans I'induction, I’éducation et la fonction du
systéme immunitaire de I’'h6te (40). Une relation intime existe entre le microbiote et le
systeme immunitaire, donnant lieu a une nouvelle discipline regroupant la microbiologie
et I'immunologie. L’investigation du réle du microbiote, et notamment du microbiote
intestinal, dans de nombreuses pathologies inflammatoires se fait au travers de son
interaction avec le systéme immunitaire. Il est important de noter que I'établissement du
microbiote néonatal ainsi que ses successions se déroulent intimement en paralléle du
développement, de I'expansion et de I'éducation du systeme immunitaire innée et
adaptatif (41).

La maturation de notre systeme immunitaire est probablement directement ou
indirectement influencée par la présence de certaines espéces bactériennes commensales.
La période postnatale représente une période critique durant laquelle la colonisation
bactérienne et sa perturbation peuvent avoir des effets profonds sur la morphologie et le
développement du systeme immunitaire, et a posteriori sur I'établissement de pathologies
immuno-inflammatoires précoces (6).

2.1 Souris germ-free et perturbations immunitaires

Un modele pertinent dans I’étude de la relation du microbiote avec le systeme immunitaire
est I'analyse de souris germ-free (souris gnotobiotes). Les souris germ-free sont des souris
élevées dans des conditions stériles et en I'absence de colonisation microbienne. Ces souris
sont caractérisées par un systéme immunitaire profondément sous-développé. L'utilisation
de souris germ-free a donc permis a la communauté scientifique de développer le concept
gue le microbiote influence le systéme immunitaire.

Plusieurs études in-vivo chez des souris germ-free ont révélées que l|'absence de
colonisation bactérienne commensale a un effet profond sur la structure et le
développement fonctionnel du systeme immunitaire. Cela inclut des défauts dans le
développement des tissus lymphoides primaires et secondaires tels que la rate, le thymus
et les ganglions lymphatiques (40,42).

Ces souris présentent un nombre réduit d’'immunoglobulines circulantes, une lymphopénie
des structures lymphoides, un pool réduit de leucocytes au sein de la moelle osseuse et
une fonction immunitaire innée et adaptative aberrante. Elles possédent une muqueuse et
un tissu lymphoide gastro-intestinal (GALT), dont les plaques de Peyer, qui sont trés peu
développés et cela est associé a une déficience de différentes cellules de I'immunité (43).
Elles présentent notamment une baisse de fréquence des lymphocytes T CD4+ et CD8+
intestinaux, dont les lymphocytes T régulateurs (44,45).

En effet, le c6lon des souris germ-free contient des niveaux décroissant de lymphocytes T
régulateurs (Treg) (46). Les Treg, qui sont un sous-groupe de lymphocytes T CD4+, sont les
sources majeures de la cytokine anti-inflammatoire IL-10. De plus, ces cellules sont
capables de reconnaitre les antigénes dérivés de bactéries commensales et sont
responsables de la maintenance de la tolérance aux bactéries intestinales (47,48).
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Les lymphocytes B des souris germ-free exhibent un défaut général de production d’IgA et
d’lgG1l dans les muqueuses, et cette fonction peut étre totalement rétablit apres
I'introduction d’'un microbiote (49). Concernant la déficience majeure en lymphocytes T
CDA4+, cela peut aussi étre rétablit par le traitement de ces souris avec des polysaccharides
A (PSA) tiré de la capsule d’une bactérie commensale spécifique : Bacteroides fragilis (45).

Les attributs de la bactérie commensale Bacteroide fragilis sont un exemple intéressant du
role que jouent les bactéries commensales sur le systéme immunitaire. Bacteroide fragilis
produit un polysaccharide A de surface (PSA) qui permet de diminuer la production de la
cytokine pro-inflammatoire IL-17 et qui promeut I'expression d’IL-10 par les lymphocytes T
CD4+, et notamment les Treg, a travers sa liaison avec le récepteur Toll-Like Receptor 2
(TLR2) (50,51). Cette bactérie semble avoir une propriété unique inductrice de Treg
associés a la muqueuse intestinale.

Une dysbiose intestinale favoriserait un déséquilibre Th17/Treg avec une dominance des
lymphocytes T CD4+ helpers (Th) sécrétant la cytokine pro-inflammatoire IL-17 (Th17) sur
les lymphocytes T régulateurs (Tregs) qui sont les gardiens de I’homéostasie (52,53). Le
maintien de ce déséquilibre favorise la perpétuation d’une inflammation intestinale
chronique. La reconnaissance du PSA de Bacteroide fragilis par le récepteur TLR2 exprimé
sur les Treg induit leur activation, ce qui conduit a la suppression de la réponse
inflammatoire en gardant les lymphocytes T CD4+ de type pro-inflammatoire (dont Th17)
sous controle afin de rétablir un équilibre Th17/Treg et de préserver la fonction de barriére
intestinale (54,55).

2.2 Immunologie muqueuse et microbiote

Un exemple important des conséquences d’une maturation périnatale dysrégulée du
systeme immunitaire muqueux intestinal est I’entérocolite ulcéro-nécrosante (56).
L’entérocolite ulcéro-nécrosante (NEC) est une inflammation aigue du tractus gastro-
intestinal observée durant la période néonatale et qui aboutit fréquemment a un déces
avant I’age d’un an. NEC est associée a une naissance prématurée et a une perturbation du
microbiote intestinal, ol une forte présence de Proteobactéries est prédictive de la
maladie. Ainsi, le systtme immunitaire immature de ces nouveau-nés déclenche une
réponse immuno-inflammatoire exacerbée en réponse a la présence de ce microbiote (19).
Histologiquement, cette pathologie est caractérisée par une apoptose massive des cellules
épithéliales de I'intestin : les entérocytes.

En effet, la barriere épithéliale de l'intestin joue aussi un role trés important dans
I'interaction microbiote-h6te. Les entérocytes sont trouvées a linterface entre le
microbiote intestinal et le systeme immunitaire muqueux et ils jouent un role significatif
dans une variété de fonctions immunitaires (57). Leurs fonctions immunitaires se déroulent
généralement soit au travers des Toll-Like Receptors (TLRs) et des Nod-Like Receptors
(NODs) capables de reconnaitre directement les éléments bactériens, soit au travers de
I'intégration d’effecteurs moléculaires produits par les espéces bactériennes intestinales
(58).
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Ainsi, nous comprenons que le microbiote intestinal influence le systeme immunitaire de
I'hote principalement de deux maniéres : par des composants ou par des métabolites
bactériens. Plusieurs exemples mettent en avant I'implication de métabolites spécifiques
dérivés d’espeéces bactériennes dans la régulation du développement et de la
différenciation de cellules immunitaires par modifications épigénétiques. Par conséquent,
il est proposé que le développement d’une dysbiose et le type de métabolites en résultant
puissent provoquer des réponses immunitaires aberrantes (59,60).

2.3. Métabolites microbiens et immunité

Parmi les métabolites bactériens, les acides gras a chaine courte (AGCC) sont les plus
fréquemment étudiés. lls ont récemment été mis en avant dans le contréle de multiples
aspects de 'immunité et du métabolisme (59,61-63).

Les carbohydrates complexes non digestibles comme la cellulose font partie intégrante de
I'alimentation humaine. Cependant, nous manquons des enzymes nécessaires pour
dégrader de tels polysaccharides complexes. En revanche, les bactéries anaérobies du
colon fermentent ces fibres et cela résulte en une production d’AGCC comme |'acétate, le
propionate et le butyrate. Ces métabolites sont ensuite détectés par I'hGte a travers
différents récepteurs membranaires ou intracellulaires (59).

L’acétate et le propionate sont produits majoritairement par les Bacteroidetes, alors que
le butyrate I’est principalement par les Firmicutes (64). Une alimentation occidentale avec
un faible apport en fibres a été associé a un appauvrissement significatif des Bacteroidetes
(37).

De plus, ces AGCC ont la propriété d’induire une expansion sélective des Treg dans le célon.
En effet, le fait de nourrir des souris germ-free avec des AGCC rétablit le nombre de Treg
du c6lon a un niveau similaire a celui observé chez les souris conventionnelles (61). Ces
AGCC favorisent la différenciation des lymphocytes T naifs en Treg en inhibant les histones
désacétylases (HDAC) qui ont pour fonction de désacétyler les histones ce qui entraine une
baisse d’expression génique au niveau des zones concernées (65). L'inhibition de ces
enzymes favorise la lecture et I'expression du géne FoxP3+, qui est un marqueur de
différenciation des Treg, et du gene IL-10, une cytokine anti-inflammatoire, dans les Treg
du célon (61,65). Le role du butyrate comme inhibiteur de I'histone désacétylase 3 (HDAC
3) a aussi été démontré dans la suppression de la réponse inflammatoire par les
macrophages intestinaux (59,66).

Un autre exemple proéminent de I'impact du microbiote sur la fonction immunitaire est le
métabolisme microbien du tryptophane. Le tryptophane fait partie des 9 acides aminés
essentiels pour 'Homme et il est donc apporté par I'alimentation. Il a été montré que les
Lactobacilles commensaux utilisent le tryptophane comme source d’énergie pour produire
des ligands du récepteur nucléaire aryl hydrocarbon (AhR) qui est un facteur critique dans
I'organogenése des follicules lymphoides intestinaux (67). L’assimilation de tryptophane
permet donc de générer des métabolites microbiens essentiels au développement des
structures immunitaires intestinales.
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3. Plasticité bactérienne mais impact immunitaire profond

De l'autre c6té de la barriere épithéliale, 80% des cellules du systéme immunitaire du corps
résident sur la face sous-jacente de la muqueuse intestinale (lamina propria). Il est donc
tout a fait compréhensible que le microbiote intestinal joue un role majeur vis-a-vis du
systeme immunitaire.

Parce que les interactions microbiote-systéme immunitaire apparaissent jouer un réle
important dans le développement immunitaire durant I’enfance, il est légitime de penser
gu’une disruption de ce dialogue peut résulter en des anormalités immunitaires
persistantes qui augmentent les susceptibilités aux maladies chroniques tardives (68).

En effet, une intensité de stimulation et une diversité microbienne réduite peut résulter en
une maturation immunitaire anormale chez le jeune enfant (69,70). Une exposition
multiple des enfants aux antibiotiques est associée a un risque augmenté de
développement d’obésité (71), de diabete (72), de maladies inflammatoires chroniques de
I'intestin (MICI) (73), d’asthme (74) et d’allergies (75). Par exemple, ['utilisation
d’antibiotiques dans les 6 premiers mois de vie est associée a une susceptibilité accrue au
développement d’allergies et d’asthme chez I'enfant a 6 ans d’age (76). L'exposition aux
antibiotiques pendant I’enfance et particulierement pendant la premiére année de vie est
associée a un risque accrue de développer une MICI (77,78).

Ainsi, la communauté scientifique a commencée a définir une période critique du
développement durant laquelle une disruption des interactions microbiote/héte peut
mener a des défauts persistants et parfois définitifs dans le développement et I’éducation
de cellules immunitaires spécifiques.

Cette période est ainsi nommée « fenétre critique » car il est spéculé que méme une
perturbation transitoire du microbiote durant cette période puisse impacter la physiologie
de I’h6te a long terme (3,79-82).
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La parodontite chronique: immuno-inflammation et
dysbiose orale

1. Définition et caractéristiques

La parodontite est une des maladies chronique les plus fréquentes de I’humanité. C'est une
maladie immuno-inflammatoire multifactorielle médiée par une dysbiose du microbiote
oral (83). Elle entraine la dégénération du parodonte qui est la structure supportant les
dents et qui est constituée du cément, du ligament parodontal et de |'os alvéolaire. Elle
conduit souvent a la perte des dents si la maladie n’est pas stabilisée. Elle touche
principalement les adultes, mais une parodontite agressive peut parfois survenir chez les
enfants et les adolescents. Sa forme sévere atteint plus de 740 millions de personnes
autour du monde (84).

L’habitat prédominant des espéeces bactériennes associées a la parodontite est le sulcus,
oU les bactéries sont retrouvées dans des microenvironnements distincts : le biofilm
associé a la plaque dentaire sous-gingivale, le fluide sulculaire et I'épithélium jonctionnel
(85,86).

Richard P. Darveau; Nature Reviews Microbiology 8, 481-490 (2010)

Figure 1. Les effets de la parodontite. Le tissu parodontal en bonne santé (a gauche) contient le desmodonte
et de I'os alvéolaire, qui soutient la racine de la dent. En outre, I'épithélium oral recouvre ce tissu de soutien,
et un épithélium jonctionnel spécialisé le relie a la surface de la dent. L'espace situé entre la surface
épithéliale et la dent s'appelle le sulcus et est rempli de fluide creviculaire gingival. En cas de parodontite (a
droite), un biofilm surmonté d’ plaque dentaire s’accumule a la surface de la dent et de la racine et provoque
la destruction du desmodonte et de I'os alvéolaire, ce qui est la cause la plus courante de perte de dents dans
le monde.
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La muqueuse gingivale, contrairement a la muqueuse intestinale, ne possede pas une
épaisse couche de mucus pour empécher le contact entre la communauté microbienne et
la surface de la cellule épithéliale. En particulier, I'épithélium jonctionnel est fourni d’une
seule couche cellulaire pavimenteuse a sa base. Ainsi, I'épithélium composant le sulcus
gingival est un site d’exposition bactérienne privilégié en raison de son épaisseur, de sa
porosité et de son contact étroit avec le biofilm dentaire (87). Comme ['épithélium
intestinal, I'épithélium gingival cliniquement sain exprime une large gamme de TLRs (88).
Cependant, on ne sait pas si les cellules épithéliales gingivales régulent I'expression de ces
récepteurs pour réduire les interactions microbiennes comme le font les entérocytes
(89,90).

2. Immunopathologie du parodonte : de la surveillance immunitaire a son
hyperactivation

Au contact d’un sulcus sain, le systéeme immunitaire assure une surveillance tout en
tolérant les communautés bactériennes commensales afin de maintenir une homéostasie
parodontale. Des études histologiques révelent un infiltrat immunitaire riche en
lymphocytes T, faible en lymphocytes B et la présence d’un réseau de cellules
présentatrices d’antigenes (CPA) dont le but est d’orchestrer I'immunité locale (91). Au sein
de cet infiltrat, les neutrophiles sont les cellules immunitaires les plus largement
représentées ce qui reflete la nécessité d'une surveillance continue de la barriére gingivale
(92,93).

L'analyse des principaux sous-ensembles de Ilymphocytes T présents dans cet
environnement a conclu que les lymphocytes T CD4+ auxiliaires prédominaient sur les
lymphocytes T CD8+ cytotoxiques. Dans le compartiment des lymphocytes T CD4+
auxiliaires, 10 a 15% sont des lymphocytes T CD4+ Foxp3+ qui sont des Treg, les
lymphocytes T régulateurs (91).

Au contact d’un sulcus atteint par la maladie parodontale, la différence cellulaire la plus
notable est I'abondance significativement plus élevée de neutrophiles (94).

Les neutrophiles jouent un réle important dans la maladie parodontale compte tenu de
leur hyperréactivité inflammatoire (95). Des neutrophiles hyperactifs, surnuméraires ou
dysrégulés peuvent causer des dommages tissulaires collatéraux a travers la sécrétion de
substances toxiques, inflammatoires et des enzymes dégradant les tissus environnants
(96,97). En effet, d’amples évidences cliniques montrent que les neutrophiles sont les
médiateurs d’une portion significative de la destruction parodontale, et leur nombre dans
les tissus locaux est positivement corrélé avec la sévérité de I'atteinte (94,98,99).

Dans la maladie parodontale, les monocytes/macrophages sont aussi d’importants
contributeurs de la dégradation des tissus. Les patients atteints de parodontite présentent
un nombre plus élevé de monocytes/macrophages dans les tissus parodontaux. Cela est
associé a des taux plus élevés de métalloprotéases matricielles (MMP), enzymes
responsables de la dégradation de la matrice extracellulaire, par rapport aux individus
témoins (100).
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De plus, les monocytes/macrophages sont capables de se différencier en ostéoclastes en
réponse au TNF-a et en présence de RANKL (101). Il a été démontré que des taux
significativement plus élevés de la protéine RANKL sont associés aux macrophages dans les
tissus atteints par la parodontite, ce qui conduit a la différenciation de ces cellules en
ostéoclastes responsables de la destruction de I'os alvéolaire (102). Des agents pathogenes
parodontaux, tel que P. gingivalis, activent les monocytes/macrophages et stimulent la
sécrétion de médiateurs pro-inflammatoires tels que I'lL-1, le TNF-a, I'lIL-6 et le PGE2 qui
participent a la destruction des tissus (103). Ces caractéristiques font des
monocytes/macrophages des acteurs prépondérants de la destruction parondontale (104).

Les lymphocytes T restent un sous-groupe dominant de cellules immunitaires présentes au
sein de la lésion parodontale (91). On dénote aussi une régulation positive des réponses a
I'IL-17. Cette cytokine est considérée comme favorisant la perte osseuse inflammatoire, a
travers la régulation a la hausse de RANKL, un ligand intervenant dans le métabolisme
osseux et dans |'activation de I'ostéoclastogenese (105,106).

La principale source d'IL-17 est identifiée comme provenant du compartiment des
lymphocytes T CD4+. En particulier, un sous-groupe de lymphocytes T CD4+ auxiliaires (Th)
nommé Th17 a un réle direct dans I'ostéoclastogenése et la perte osseuse associée a la
parodontite car elles sont la source majeure cette cytokine (91,107,108). Cela confirme un
role important des Ilymphocytes T CD4+ auxiliaires dans [|’homéostasie et
I'immunopathogénese parodontale.

En conclusion, la réponse inflammatoire parodontale est principalement médiée par les
neutrophiles, les monocytes/macrophages et les lymphocytes B et T. Cela résulte en une
production de médiateurs inflammatoires, tels que les cytokines, chimiokines et les
enzymes protéolytiques qui contribuent au maintien de I'inflammation, a la dégradation
des tissus et a la résorption osseuse.
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Denis F. Kinane and al; Nature Reviews Disease Primers 3, 17038 (2017)

Figure 2. Réponses immunitaires dans la parodontite chronique. Les interactions hote-pathogéne qui se
produisent au niveau du sulcus gingival et du site de la poche parodontale sont caractérisées par une
infiltration de neutrophiles et de granulocytes (cellules polynucléaires), induite par des gradients
chimiotactiques créés par les bactéries et la réponse inflammatoire mais aussi par l'infiltration de
lymphocytes a la suite de Ia présentation de I'antigéne par les cellules dendritiques.
Le milieu pro-inflammatoire résultant comprend des cytokines telles que le facteur de nécrose tumorale
(TNF), des interleukines, I'interféron-y (IFNy) et le facteur de croissance TGFpB, ainsi que des anticorps produits
contre les composants du biofilm.

Cette réponse immunitaire inflammatoire est produite dans le but de résoudre I'état de
dysbiose microbienne. Cependant, les bactéries parodontales peuvent manipuler les
réponses immunitaires —comme avec les neutrophiles et le systéme du complément — pour
améliorer leur action et perpétuer un état inflammatoire qui devient chronique (109).
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3. Dysbiose orale : cause ou conséquence de la maladie parodontale ?

Antonie van Leeuwenhoek est un savant néerlandais du XVlle siécle qui est connu pour étre
un des précurseurs de la microbiologie grace aux améliorations qu’il apporta au
microscope. Il a rapporté pour la premiere fois avoir vu des «animalcules» au sein de son
propre tartre dentaire en usant de son microscope amélioré. Depuis, les microbiologistes
ont suivi le progrés technologique et ont continué a toujours mieux caractériser les micro-
organismes buccaux.

Ainsi, un groupe de bactéries anaérobies formant le « complexe rouge » qui inclut
Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola et Tannerella forsythia a été considéré
comme agent causant la parodontite. Cette attribution a été basée sur le fait de la virulence
de ces especes bactériennes et sur leur forte association avec les sites atteints par la
parodontite chronique. Cependant, deux cent sujets sains participant au Human
Microbiome Project étaient positifs pour ce qu’on appelle communément les pathogénes
parodontaux, incluant ceux du « complexe rouge ». Mais ces sujets étaient cliniguement
asymptomatiques, ce qui laisse penser que ces pathogenes parodontaux doivent étre
déclassifiés en tant qu’organismes commensaux opportunistes.

C'est pour cela qu’aujourd’hui il est préférable de parler de dysbiose bactérienne orale
plutot que de pathogénes parodontaux spécifiques. Un état de dysbiose bactérienne orale
est défini par un déséquilibre dans I'abondance relative ou l'influence d’une ou de plusieurs
espéces bactériennes. Cela conduit a la transition d’'une communauté commensale vers
une communauté pathogénique qui peut ainsi initier une maladie orale et extraorale chez
les individus susceptibles. Il faut donc comprendre que certaines « bactéries clés »
possédent un role majeur dans le processus de dysbiose (110,111).

La parodontite chronique est caractérisée par une transition d’'un microbiote composé
majoritairement de bactéries gram-positives a un microbiote composé de bactéries gram-
négatives (112). Ainsi, la stabilité de la communauté bactérienne est un prédicteur de la
santé parodontale tandis que les changements affectant cette communauté sont associés
aux modifications de I'état clinique parodontal (113,114).
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Ingar Olsen, John D. Lambris & George Hajishengallis; Journal of Oral Microbiology, 9:1 (2017)

Figure 3. Dysbiose et maladie parodontale. Transition d'un état de santé parodontale et d'une homéostasie
héte-microbe vers une gingivite (inflammation parodontale sans perte osseuse) et vers la parodontite
associée a une dysbiose bactérienne, a une formation de poches parodontales et a une perte osseuse
inflammatoire.

Une des « bactéries clés » impliquée dans la dysbiose bactérienne orale est Porphyromonas
Gingivalis. Cette bactérie est la plus étudiée dans les modeles de parodontite chronique
ainsi que dans l'investigation de I'association entre parodontite chronique et certaines
maladies systémiques. L'étude de cette bactérie gram-négative est un exemple pour la
compréhension de la maniére dont une espéce bactérienne améliore la pathogénicité
d’'une communauté polymicrobienne et pour élucider comment celle-ci détourne la
réponse immunitaire de I’hé6te.
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4. Biofilm : une communauté nécessaire a l'installation de la maladie parodontale

Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) est une bactérie opportuniste d’abondance faible
(113). Cette bactérie est capable de provoquer directement la parodontite par son
introduction dans la cavité buccale de modéles animaux. Cependant, il a été établit que
I'installation d’une parodontite provoquée par 'introduction de P. gingivalis requiert la
présence préalable d’un microbiote commensal.

En effet, P. gingivalis est incapable d’initier une parodontite chez les souris germ-free
(gnotobiotique) malgré sa colonisation de la cavité buccale (83,115). En revanche, deés
gu’un microbiote commensal est préalablement présent, son introduction est capable de
perturber celui-ci et de mener a une dysbiose bactérienne entrainant la parodontite. De ce
fait, méme en faible abondance, P. gingivalis est considéré comme une « bactérie clé »
sachant son habileté a induire une communauté bactérienne dysbiotique (116).

Pour rappel, I'hypothese de la « bactérie clé » suggere qu’une espece bactérienne
spécifigue, méme en faible quantité relative, puisse influencer une communauté
microbienne de facon disproportionnée a son abondance en « transformant » une flore
saine en une flore pathogénique (83).

Ce concept est intégré au sein d’'un nouveau modele proposé pour la pathogenése des
maladies parodontales connu sous le nom de «synergie polymicrobienne et dysbiose»
(SPD). Selon le modele SPD, la réponse immunitaire de I’"h6te au sein du parodonte est
initialement subvertie par des «pathogénes clés», dont la colonisation et les activités
métaboliques sont assistées par des «pathogenes accessoires», et cette réponse
immunitaire est ensuite suractivée par les pathobiontes ce qui conduit a une rupture de
I’'homéostasie associée a une inflammation parodontale destructrice chez les hotes
susceptibles (85,110).

Le mécanisme par lequel les especes bactériennes commensales contribuent a cette
pathologie reste inconnu, mais une altération de la composition et une augmentation de la
densité microbienne commensale ont été reportés dans divers contextes de I'inflammation
du parodonte (83). Connaitre le changement métabolique clé responsable de I'émergence
de bactéries commensales avec un potentiel pathogénique dans ce microenvironnement
sera essentiel pour la compréhension de l'initiation de cette pathologie.

Au centre de ce nouveau modeéle de la pathogenése parodontale est la subversion active
de la réponse immunitaire de I’h6te de facon a permettre la persistance de pathogenes (ou
bactéries commensales opportunistes) dans un environnement local inflammatoire et
I'induction de pathologies au niveau systémique.
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5. Evasion immunitaire et perpétuation de I'inflammation

L'excellente revue scientifique « Porphyromonas gingivalis disturbs host—commensal
homeostasis by changing complement function » par Ingar Olsen, John D. Lambris et
George Hajishengallis illustre parfaitement ce concept-la (117). Dans cette revue, il est
décrit comment P. gingivalis, généralement présent a un ratio < 0,01% du microbiote oral,
peut altérer ce microbiote commensal dans des modeéles animaux. Cela se déroule
principalement en manipulant la réponse immunitaire innée de I’'h6te, et notamment la
fonction du complément, comme nous allons le voir ci-dessous.

P. gingivalis a la capacité de manipuler le dialogue entre le systéme du complément et le
récepteur TLR2 de facon a promouvoir une dysbiose et initier une parodontite chez des
modeéles animaux.

Il est aussi mentionné qu’il manipule la réponse immunitaire adaptative en favorisant
sélectivement la différenciation et le recrutement des lymphocytes Th17 (118), une sous
population de lymphocyte T qui est impliquée dans la destruction des tissus parodontaux
comme vu précédemment.

Le systeme du complément est la premiere ligne de défense de I'hote contre les
pathogénes. C’'est un groupe de 25 protéines du sérum faisant partie de I'immunité innée.
Douze de ces protéines sont directement impliquées dans les mécanismes d'élimination
des pathogenes, les autres régulent finement l'activité des premieres afin d'éviter une
réaction auto-immune. Il existe a ce jour trois voies bien connues d'activation du
complément : la voie classique, la voie alterne et la voie des lectines. Ces trois voies
convergent toutes vers la voie effectrice, c'est-a-dire la voie commune et terminale de la
cascade qui aboutit au complexe d'attaqgue membranaire.

La protéine C3 est le pivot de chacune des voies d’activation du complément. A ce moment,
C3 est clivé par la C3 convertase en C3a et C3b. Par la suite, C3b (ou C5 convertase) clive le
fragment C5 en C5a et C5b dans la poursuite de la cascade. Les protéines de C5b a C9 en
s'assemblant forment le « complexe d'attague membranaire » qui est en |'occurrence
I'élément permettant la lyse des cellules pathogénes.

Figure 4. Cascade du systeme du complément
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En ce qui concerne les mécanismes de subversion du systeme du complément dans la
parodontite, les gingipains de P. gingivalis, qui sont des protéinases, sont impliquées dans
la plupart d'entre elles. Ces protéinases clivent les constituants du tissu parodontal, les
anticorps et les composants du systéme du complément tels que la protéine C3 en deux
fragments C3a-like et C3b-like. Il convient de noter que l'inactivation de la protéine C3
inhibe les trois voies d'activation du complément.

Les gingipains ont aussi la capacité de cliver la protéine C5 en fragments C5a et C5b, tout
comme le fait normalement la C5 convertase de I’h6te. Ainsi, P. gingivalis génére de la C5a
biologiqguement active et le fragment C5b qui en résulte est aussitét dégradé par ces
mémes gingipains. Cela empéche ainsi la formation du complexe d'attaque membranaire
(C5b-C9).

La génération et l'accumulation locale de C5a biologiquement active peut activer le
récepteur C5aR1 sur les leucocytes. P. gingivalis exprime également des ligands, dont les
lipopolysaccharides (LPS), qui activent le récepteur TLR2 sur les leucocytes. Ces
caractéristiques permettent a P. gingivalis d’induire une co-activation de C5aR1 et TLR2 a
la fois chez les neutrophiles et chez les macrophages.

Chez les neutrophiles, la co-activation de C5aR1 et TLR2 déclenche |'ubiquitination et la
dégradation protéasomale de la protéine adaptatrice MyD88 qui est responsable de la
signalisation du TLR2, ce qui entrave la réponse antimicrobienne des neutrophiles.
Cependant, cette co-activation active une seconde protéine adaptatrice du TLR2 qui est la
protéine Mal (Myd88 Adaptator Like) et qui est impliquée dans une seconde voie de
signalisation. Cette seconde voie de signalisation conduit a [I'activation de Ila
phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K). Cela conduit a la suppression de la phagocytose des
bactéries par les neutrophiles en inhibant la GTPase RhoA et la polymérisation de I'actine,
qui sont des molécules impliquées dans le réarrangement du cytosquelette nécessaire a la
phagocytose. En parallele, l'activation de la PI3K augmente la production de cytokines
inflammatoires. Grace a ces caractéristiques, P. gingivalis induit a la fois I'inhibition des
activités antimicrobiennes et ['activation de processus inflammatoires chez les
neutrophiles.

Chez les macrophages, P. gingivalis induit I’activation du C5aR1 ce qui initie la signalisation
intracellulaire de Ca2+ afin d’augmenter de maniére synergique les faibles réponses de
I'AMP cyclique (AMPc) provoquées par |'activation du TLR2 seul. L'activation de la protéine
kinase A (PKA) dépendante de I'AMPc qui suit entraine I'inhibition de I’expression du
facteur de transcription nucléaire NF-kB et la glycogene synthase kinase-3B. Ces effets
inhibiteurs provoquent la suppression des capacités cytotoxiques dépendantes de la nitric
oxide synthase et donc la production d’oxyde nitriqgue (NO), un radical libre cytotoxique.
Cependant, I'induction de cytokines pro-inflammatoires (telles que I'lL-1B, I'lL-6 et le TNFa)
par les macrophages est renforcée par cette co-activation C5aR1/TLR2. Pour résumé, P.
gingivalis inhibe la voie dépendante de |'oxyde nitrique (NO) nécessaire a la destruction
intracellulaire des bactéries, sans affecter la capacité globale des macrophages a induire
des réponses inflammatoires.
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Ingar Olsen, John D. Lambris & George Hajishengallis; Journal of Oral Microbiology, 9:1 (2017)

Figure 5. Dysbiose et réponse inflammatoire. La parodontite est induite par une communauté
polymicrobienne chez les hotes susceptibles, dans laquelle différents membres remplissent des réles distincts
qui convergent de maniéere synergique pour provoquer une inflammation destructive. Les agents pathogenes
clés, dont la colonisation est facilitée par des agents pathogénes accessoires, subvertissent initialement la
réponse de I'hGte, ce qui crée une communauté bactérienne dysbiotique dans laquelle les pathobiontes
suractivent la réponse inflammatoire et induisent une dégradation du tissu parodontal, notamment la
résorption de I'os alvéolaire. L'inflammation et la dysbiose se renforcent mutuellement car les produits de
dégradation des tissus inflammatoires véhiculés dans les poches via le fluide sulculaire sont utilisés comme
nutriments par le microbiote dysbiotique. Ce processus génere un cycle pathogéne auto-perpétuant qui peut
étre a la base de la chronicité de la parodontite.

L’expérimentation sur modéles animaux de parodontite confirme I'importance du systeme
du complément dans la pathogeneése de la lésion parodontale.

En effet, P. gingivalis est incapable de provoquer une dysbiose et une perte osseuse
alvéolaire chez les souris génétiquement déficientes en récepteur C5aR1. De méme, chez
des souris préalablement atteinte par la parodontite chronique, un traitement oral avec un
antagoniste du récepteur C5aRl a conduit a la suppression de la dysbiose et de
I'inflammation associée.

Les souris génétiquement déficientes en protéine C3 qui sont colonisées par P. gingivalis
présentent significativement moins d'inflammation parodontale et de perte osseuse
alvéolaire que les souris témoins. L'importance de la protéine C3 dans la pathogenése de
la maladie parodontale a été définitivement confirmée chez des primates traités
localement avec un puissant inhibiteur de C3 car cela a conduit a I'échec d’installation
d’une parodontite induite par P. gingivalis ou méme a I'observation de la génération d’une
parodontite spontanée.

Bien que cette excellente revue se concentre sur P. gingivalis et la subversion du systeme
du complément, il convient de noter que d'autres « bactéries clés » associées a la
parodontite chronique, telles que Treponema denticola et Tannerella forsythia, peuvent
également subvertir efficacement certains aspects de la réponse immunitaire de I'héte.
Cela dans le but également de promouvoir la pathogénicité du biofilm (119).
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En conclusion, la synergie polymicrobienne émergente et le modele dysbiotique suggérent
que la réponse immunitaire est initialement subvertie par des « pathogéenes clés » aidés
par des pathogenes accessoires. Cette réponse immunitaire est ensuite suractivée par cette
synergie polymicrobienne, liant rupture de I’"homéostasie parodontale et inflammation
destructive chez les individus susceptibles. Le tissu parodontal est ainsi chroniquement
exposé a une communauté microbienne dysbiotique et cela conduit a une inflammation
locale chronique pouvant impacter la santé « extra-orale » chez les individus susceptibles.
Cela pourrait favoriser le développement de maladies inflammatoires chroniques de
I'intestin (MICI) via I’exposition chronique aux composantes bactériennes et
inflammatoires inhérentes a la parodontite chronique.
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Parodontite chronique et MICI : méme
physiopathologie, mais existe-t-il une interrelation ?

La parodontite est associée a de nombreuses maladies inflammatoires chroniques depuis
plus de deux décennies, telles que les maladies cardiovasculaires, la polyarthrite
rhumatoide, le diabéte, le cancer colorectal et récemment la maladie d’Alzheimer. De
maniere intéressante, la parodontite chronique et les MICI sont souvent présentées en tant
que comorbidités.

1. Définition des MICI

D’apres I'INSERM, «les maladies inflammatoires chroniques de lintestin, ou MICI,
regroupent la maladie de Crohn et la rectocolite hémorragique. Toutes deux sont des
maladies inflammatoires multifactorielles qui se caractérisent par I'inflammation
chronique de la paroi d’'une partie du tube digestif liée a une hyperactivité du systéme
immunitaire en réponse a des éléments du microbiote intestinal.

Dans la maladie de Crohn, cette inflammation peut étre localisée a tous les niveaux du tube
digestif, de la bouche a I'anus, méme si c’est au niveau de l'intestin qu’on la retrouve le
plus souvent. Dans la rectocolite hémorragique, elle est localisée au niveau du rectum et
du célon. Ces maladies évoluent par poussées inflammatoires de durée et de fréquence
extrémement variables selon les patients. Ces poussées alternent avec des phases de
rémission. Il n’existe actuellement aucun traitement curatif. Les atteintes extra-intestinales
sont fréquentes et notamment au niveau oral avec des aphtes, des caries et des maladies
parodontales. » (120)

Les signes cliniques des MICI sont caractérisés par la coexistence de signes locaux et extra-
intestinaux qui peuvent affecter les articulations, la peau, le foie, le sang et la cavité
buccale. Ces signes extra-intestinaux peuvent précéder ou suivre les signes intestinaux de
plusieurs années (121).
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Figure 6. Caractéristiques des maladies inflammatoires chroniques de I'intestin (MICI).

2. Epidémiologie

Les MICI affectent plus de 10 millions de personnes dans le monde. C'était une maladie tres
rare dont la prévalence a commencée a augmenter dramatiquement dans la seconde
moitié du 20¢ siecle dans le monde occidental et a un ratio double chaque décennie, pour
ensuite augmenter dans les pays émergents lors de ces deux derniéres décennies (122).

Si leur fréquence varie considérablement d'un pays a l'autre, les taux les plus importants
sont retrouvés dans les pays industrialisés, notamment en Europe du Nord-Ouest et aux
Etats-Unis. En France, la prévalence est d’environ 5 nouveaux cas de maladie de Crohn et
autant de rectocolite hémorragique sont diagnostiquées chaque année pour 100 000
habitants. Elles sont de plus en plus fréguentes et concernent 250 000 personnes. La
prévalence augmente en revanche de fagcon exponentielle dans les pays en cours
d’industrialisation (pays du Maghreb, Asie, Afrique du Sud...).

Les MICI sont le plus souvent diagnostiqués chez des sujets jeunes, agés de 15 a 35 ans.
Toutefois, elles peuvent survenir a tout age et 20% des cas concernent des enfants.
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Figure 7. Epidémiologie des maladies inflammatoires chroniques de I'intestin (MICI)
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3. Relation entre parodontite chronique et MICI

La pathogenese de la parodontite chronique semble similaire a celle des MICI, et cela
implique une interaction complexe entre le microbiote oral ou intestinal respectivement et
la réponse immuno-inflammatoire de I’h6te. Cette derniere est influencée par des facteurs
génétiques aussi bien qu’environnementaux. Dans ces deux conditions, un déséquilibre de
la réponse immunitaire contre une communauté microbienne dysbiotique résulte en une
inflammation chronique non résolue entrainant une destruction des tissus associés.

Quelques similarités entre I’environnement bactérien intestinal et oral :

- Une faible abondance de « bactéries pathogénes » ou opportunistes est normal et
sans risque si une personne est saine

- Les communautés bactériennes sont organisées en biofilm

- Elles cotoient toutes les deux un épithélium de surface qui est relativement
perméable

- Une alimentation riche en carbohydrates simples et en sucre modifie les
communautés microbiennes

- Le microbiote oral pourrait influencer la composition et la fonction du microbiote
intestinal

- Un déséquilibre ou une dysbiose associée a une hyper-réaction immunitaire est
favorable a I’établissement d’une pathologie locale et extra-locale

Il est donc proposé que les MICI puissent favoriser le développement d’une parodontite
et que la parodontite chronique puisse étre un facteur de risque des MICI.

3.1 Influence des MICI sur la parodontite chronique
3.1.1 Epidémiologie
Plusieurs études épidémiologiques ont été menées suite a I'"hypothése d’une possible
augmentation de la prévalence de la maladie parodontale chez les patients atteints de

MICI. Ces études ont présentées des résultats conflictuels et sont présentées dans le
Tableau 1.
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Tableau 1. Caractéristiques des études épidémiologiques incluses

Référence

Type Patients

d’étude

Indices
parodontaux
mesurés

Résultats principaux

Grossner-
Schreiber
etal
(2006)

Habashneh
et al.
(2012)

Vavricka
etal
(2013)

Koutsochri
stou

etal
(2015)

Brito et al.
(2008)

Flemming
etal.
(1991)

cas 62 cas de MICI
/témoins - 46avecCD
- 16avecUC
59 témoins sains

cas 160 cas de MICI

/témoins - 59avecCD
- 101 avecUC

100 témoins sains

étude 113 patients
de - 69avecCD
cohorte - 44 avecUC
113 volontaires
sains

cas 55 cas de MICI
/témoins - 36avecCD
- 19avecUC
55 témoins sains

cas 179 cas de MICI
/témoins - 99avec(CD
- 80avecUC
74 témoins sains
non connu 107 patients
- 46avecCD
- 6lavecUC
Contréle =données
épidémiologiques*

IP

SS

PP
%PA>4mm

%PA>5mm

PP: 6 sites/dent
PA: 6
sites/dent

SS: 4
sites/dent
recession
gingivale
IP
IG

PA
PP
SS

IP

PP
score CPITN

IG

PP
PA
SS
IP

IP
PP
PA
SS
IG
2 sites par
dent/2 cadrans

- nombre de perte d’attache > 4 et
5mm supérieur mais pas
statistiquement significatif

- aucune différence parodontale
significative entre cas et témoins
selon les indices cliniques

— I'IP et I'lG sont plus élevés chez
les cas

- récession gingivale plus élevée
chez UC que chez CD et témoins
- sévérité de I'atteinte
parodontale supérieure chez UC
que chez CD et témoins

- étendue de l'atteinte
parodontale supérieure chez les
cas

- association positive entre
parodontite et MICI

- CD périanale = facteur prédictif
de PP et de SS élevés

- risque de parodontite augmenté
significativement chez les
patients atteints de MICI

- pas d’association entre activité
clinique des MICI et indices
parodontaux

- fort besoin de traitement
parodontal chez les cas (évalué
par le score CPITN), malgré une
hygiéne orale similaire entre les 2
groupes

- la prévalence de parodontite
est significativement plus élevée
chez les cas

- fumer est un modificateur
d’effet

- la fréquence d’atteinte
parodontale est supérieure mais
la sévérité est inférieure chez les
patients en comparaison des
données du *Oral Health of
United States Adults

MICI : maladies inflammatoires chroniques de [lintestin, CD: maladie de Crohn,

UC: rectocolite

hémorragique, IP : indice de plaque, SS: saignement au sondage, PP : profondeur de poche, PA : perte
d’attache, IG : indice gingival, CPITN : community periodontal index of treatment needs = indice des besoins
en traitement parodontaux
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Selon la majorité de ces études épidémiologiques, les patients atteints de MICI présentent
une prévalence de maladie parodontale significativement augmentée. De plus, la sévérité
et I'étendue des lésions parodontales sont aussi augmentées d’apres certaines de ces
études.

Les raisons pour lesquelles les patients atteints de MICI présentent une santé parodontale
dégradée n'ont pas été étudiées de maniére exhaustive. Cependant, plusieurs éléments
biologiques peuvent étre apportés.

3.1.2 Eléments de réponse biologiques

Un des facteurs responsable de la susceptibilité accrue a la maladie parodontale chez les
patients atteints de MICI est le microbiote oral. Van Dyke et al. (123) a évalué le microbiote
parodontal de patients atteints de MICI et a observé une présence majoritaire du genre
Wolinella. Said et al (124) a lui observé une augmentation significative du genre Prevotella
dans le microbiote salivaire des patients atteints de MICI. Fait important, une forte
abondance de « bactéries clés » telles que Campylobacter rectus, Porphyromonas
gingivalis et Tannerella forsythia a aussi été trouvée dans le sulcus gingival de ces patients
(125). On observe donc une perturbation et une modification du microbiote oral chez les
patients atteints de MICI.

La survenue de la maladie parodontale pourrait étre impactée par l'inflammation
systémique chronique qui est présente chez les patients atteints de MICI. De plus, la
survenue de manifestations buccales chez les patients en phase active peut étre le résultat
d'une altération de I'activité des cytokines dans I'ensemble du tractus gastro-intestinal.

En effet, la destruction du tissu parodontal est modulée par l'activation de diverses
cytokines pro-inflammatoires (IL-1, IL-6, TNF-a) et par un stress oxydatif anormal qui sont
des caractéristiques retrouvées dans la pathogenése des MICI (97,126—128). Des taux
accrus de cytokines pro-inflammatoires ont été observées dans la salive de patients atteints
de MICI et en particulier chez les patients en phase active (129). De plus, Rezaie et al. a
observé une capacité antioxydante significativement réduite au sein de la salive de patients
en phase active de maladie de Crohn (126). Ainsi, les niveaux de cytokines pro-
inflammatoires et les paramétres de stress oxydatif mesurés dans la salive pourraient
expliquer I'augmentation de la prévalence de maladie parodontale chez ces patients.

Nous devons aussi considérer qu’'un métabolisme osseux altéré est fréquent chez les
patients atteints de MICI ol une perte osseuse excessive est une constatation fréquente.
Les raisons de ce métabolisme osseux altéré sont partiellement comprises, mais il est
supposé que la corticothérapie, la carence en calcium et en vitamine D, I'hypogonadisme,
la malnutrition, le tabagisme, la consommation d'alcool et la réduction de l'activité
physique sont tous des facteurs contributifs (130).

Les manifestations buccales précédent souvent |'apparition des symptémes intestinaux
chez ces patients, et le chirurgien-dentiste doit soupconner la présence de ces pathologies
si les manifestations buccales pathognomoniques sont présentes (lésions polypoides
hyperplasie focale). La détérioration de la santé bucco-dentaire chez ces patients implique
la nécessité d’effectuer des examens bucco-dentaires et parodontaux fréquents.
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3.2 Influence de la parodontite chronique sur les MICI

La communauté scientifique s’interroge sur les évidences et les mécanismes par lesquels
les organismes bactériens se dissémineraient depuis leur habitat parodontal vers les sites
distants. Et cela afin de perturber la surveillance immunitaire et ’lhoméostasie et ainsi
promouvoir ou accélérer un processus pathogénique. Dans ce cadre-la, les hypothéses
proposées expliquant que la maladie parodontale puisse favoriser le développement d’'une
MICI ont inclus:

I/ Leffet direct de « bactéries clés parodontales » sur la physiologie intestinale

lI/ L'effet indirect de « bactéries clés parodontales » sur la physiologie par altération du
microbiote intestinal

l1l/ Uinduction d’une inflammation systémique chronique par circulation périphérique
de « bactéries clés parodontales »

3.2.1 L'effet direct de « bactéries clés» parodontales

Les bactéries de la cavité buccale se déversent dans le tractus gastro-intestinal par la salive
ala fréquence d’au minimum 10*2 bactéries chaque jour. Le fluide salivaire contient environ
10° bactéries/mL pour 1 a 1,5L déglutit par jour. Il est donc envisageable que les « bactéries
clés » parodontales puissent aller coloniser lintestin et y exercer leur activité
pathogénique.

Des études récentes ont montrées que certaines bactéries parodontopathogenes
(Fusobacterium nucleatum, Campylobacter concisus) sont associées a des symptomes
cliniques relatifs aux MICI (131-133). Les souches de Fusobacterium nucleatum (F.
nucleatum) retrouvées et isolées depuis les tissus de biopsie intestinale de patients atteints
de MICI sont significativement plus invasives que celles isolées depuis les patients sains
(132). F. nucleatum a aussi été associée au développement et a la pathogénicité du cancer
colorectal (134,135). De plus, une étude récente démontre qu’un nombre significatif de
patients atteints de cancer colorectal présentent des souches identiques de F. nucleatum
dans les tissus cancéreux et dans le fluide salivaire, suggérant que certaines souches
associées au cancer colorectal sont d’origine buccale (136). Concernant la bactérie
Campylobacter concisus, des souches orales entériques invasives ont été détectées chez
50% des patients atteints de MICI mais aucune n’a été détectée chez les patients sains
(133).

Atarashi et al. (137) a montré que des souches de Klebsiella isolées du fluide salivaire de
patients atteints de la maladie de Crohn peuvent induire une sévere inflammation
intestinale quand ils colonisent I'intestin de souris possédant des susceptibilités génétiques
aux MICIL. Des études additionnelles seraient intéressantes afin d’évaluer l'influence de
pathogenes parodontaux sur I'expression de genes de susceptibilités aux MICI.
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Un facteur majeur de susceptibilité génétique aux MICI est la mutation du géne
NOD2/CARD15. Cette mutation est retrouvée chez 15 a 20% des patients atteints de MICI.
Une mutation de ce géne entraine une exacerbation de la réaction inflammatoire contre
les bactéries de la flore intestinale endogéne (4). L’activation du récepteur NOD2 permet
la régulation des réactions inflammatoires et apoptotiques en régulant I'activité des TLRs.
Ainsi, une perturbation du réle du récepteur NOD2 entraine une perte de controle des
réponses inflammatoires et apoptotiques. Cependant, la mutation du gene NOD2/CARD15
n‘est pas une condition nécessaire au développement des MICI. Cette prédisposition
génétique doit étre combinée a des facteurs environnementaux (hygiene de vie,
alimentation, dysbiose bactérienne intestinale...) pour initier la maladie (138).

3.2.2 'effet indirect de « bactéries clés » parodontales

P. gingivalis et d’autres « bactéries clés » parodontales pourraient également induire des
altérations du microbiote intestinal. Il ne serait donc pas surprenant qu’une perturbation
du microbiote oral puisse engendrer une perturbation de son homologue intestinal. Une
étude rapporte que les especes bactériennes représentées dans la cavité buccale et dans
le cblon ont autour de 45% de correspondance (139).

Un microbiote intestinal sain est majoritairement composé de bactéries strictement
anaérobies et dominé par les phyla Bacteroidetes et Firmicutes. Cependant, la relative
abondance de Firmicutes et la diversité globale du microbiote intestinal sont
significativement réduites chez les patients atteints de MICI (140,141).

Les effets systémiques d'une administration orale unique de P. gingivalis ont été analysés
chez un modeéle murin. Cette administration unique a impactée la démographie
microbienne intestinale comme en témoigne une proportion accrue du phylum
Bacteroidetes et une diminution de la proportion du phylum Firmicutes. Cela est aussi
associé a une régulation a la baisse de I'expression de protéines de jonction de I'épithélium
intestinal. De plus, une inflammation systémique et une augmentation de I'expression de
cytokines pro-inflammatoires dans le cOlon ont aussi été observés chez ces souris
(142,143).

Cela démontre que P. gingivalis a la capacité d’altérer la composition microbienne
intestinale, ce qui est associé a une perturbation de la fonction de barriere de I'épithélium
qui favorise une perméabilité intestinale accrue favorable a I'établissement d’une
endotoxémie bactérienne. Ainsi, certaines « bactéries clés » parodontales pourraient nuire
indirectement a la physiologie intestinale par perturbation de son microbiote.
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3.2.3 Inflammation systémique chronique

Certaines espéeces bactériennes ont été retrouvées dans la circulation sanguine aprés des
procédures dentaires (144). Par exemple, la bactériémie induite par la réalisation d’un
détartrage et surfacage radiculaire est détectable a 5 min et disparait aprés 30 minutes
(145,146). La porosité de la muqueuse gingivale est supérieure a celle de la muqueuse
intestinale, et le parodonte atteint d’inflammation présente un épithélium de surface plus
poreux qu’un parodonte sain, ce qui favoriserait le passage de bactéries dans I'afflux
sanguin apres chaque brossage quotidien ou soin dentaire. De ce fait, une bactériémie
fréquente due a I'inflammation parodontale pourrait aussi résulter en une inflammation
systémique chronique et favoriser la pathogénese des MICI. Cette hypotheése est abordée
dans la partie expérimentale (page 50).

4. Perspective de prévention et de prise en charge

Comme vu précédemment, le microbiote joue un role fondamental dans l'induction,
I’éducation et la fonction du systeme immunitaire de I'h6te. Ainsi, selon la théorie de
I'hygiéne (147), les changements modernes dans notre style de vie tels que les
changements alimentaires, I'amélioration sanitaire et la sur-prescription d’antibiotiques
sont quelques facteurs qui ont modifiés le microbiote. Ils sont étudiés comme potentiels
conducteurs de I'augmentation soudaine de maladies immuno-inflammatoires dans le
monde industriel (148).

L'OMS recommande l'intégration de la prévention des pathologies buccales dans la
prévention des maladies inflammatoires chroniques en vue de leurs nombreuses
associations (149). En effet, il est légitime de soupconner une dysbiose et d’explorer le
microbiote oral quand les inflammations du tractus gastro-intestinal ne répondent pas aux
traitements médicaux standards. Rétablir un microbiote oral sain pourrait améliorer
certaines pathologies systémiques et la prise en charge de lI'inflammation parodontale
devrait étre partie intégrante de la thérapeutique des MICI.

Ainsi, le diagnostic, le pronostic et le traitement assistés par microbiote seraient tres
prometteurs pour la prise en charge a long terme des maladies immuno-inflammatoires
telles que la parodontite chronique et les MICI. Ces objectifs ont ouvert la porte a une
nouvelle discipline qui concentre de nombreux efforts de recherche scientifique.
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4.1 Prévention et diagnostic

Aujourd’hui, la prévention de la parodontite chronique est particulierement difficile car la
maladie parodontale est généralement indolore et les patients recherchent rarement des
soins précoces. Il est donc fréquent que la maladie ait atteint un degré de gravité avancé
avant d'étre diagnostiquée et de pouvoir initialiser une thérapeutique.

Les progres rapides de la recherche sur le microbiote et microbiome humain soutiennent
que le profilage et les interventions sur celui-ci offriront des possibilités substantielles
d'amélioration du diagnostic et de la thérapeutique.

Le fluide salivaire présente un important pool de biomarqueurs. De plus, les perspectives
de détection précoce et de monitoring des pathologies buccales et systémiques par simple
prélevement salivaire sont sous intense investigation (150-153). Cette approche est
prometteuse car la collecte d’'un échantillon salivaire est simple, non invasive et peut faire
I’objet d’un examen bucco-dentaire de routine. De plus, les échantillons salivaires sont plus
facilement obtenus lors de visites cliniques que les échantillons fécaux.

Parmi le pool de biomarqueurs salivaires, le biomarqueur bactérien est privilégié. La
diversité du microbiote salivaire reste stable dans la durée chez I’adulte sain (154-157). De
ce fait, les variations dans le profil du microbiote salivaire peuvent offrir un apergu
corrélatif de I'apparition ou de la progression de pathologies locales comme la parodontite
(158-160) et de pathologies systémiques associées a une dysbiose comme les MICI
(150,153,161,162).

Un objectif partagé par les chercheurs et les cliniciens est d'évaluer et de surveiller de
maniere non invasive |'état physiopathologique des individus sains et malades.
L'exploration du fluide salivaire en tant qu'outil de diagnostic et de monitoring peut remplir
cet objectif. Il deviendrait un moyen sir et efficace d'identification des pathologies dans
une pratique courante de médecine préventive.

4.2 Thérapeutique
4.2.1. Introduction a la médecine de précision

Les résultats les plus spectaculaires de thérapie basée sur le microbiote ont été obtenus
dans le contexte de la colite récurrente a Clostridium difficile. En effet, le transfert du
microbiote intestinal d’'un donneur sain par transplantation fécale permet la guérison
totale de cette colite avec un taux de succés a hauteur de 95% (163).

Le microbiote est tres variable inter-individuellement. Cependant, il peut étre rapidement
profilé puis modifié par différents facteurs ce qui donne 'opportunité de développer des
thérapeutiques individualisées en médecine de précision.
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4.2.1.1 Cibler spécifiqguement un pathogene

Les efforts de recherche biomédicale ont précédemment été placés dans I'élimination de
communautés bactériennes. Cependant, de nombreuses especes bactériennes sont
bénéfiques pour la santé (164). Les antibiotiques traditionnels éradiquent les bactéries de
facon non sélective et perturbent les microbiotes de maniere globale ce qui engendre
potentiellement des effets adverses. La mauvaise prescription et la surutilisation des
antibiotiques sont aujourd’hui responsables de mutations et résistances bactériennes qui
constituent un risque majeur d’épidémie mondiale selon 'OMS (165).

De nouveaux efforts sont ainsi placés dans le développement d’antibiotiques pathogénes-
spécifiques. Une illustration est le développement d’un antibiotique spécifique de
Streptococcus mutans, une bactérie cariogene présente dans le biofilm dentaire (166).
Cependant, la diffusion des molécules antibiotiques jusqu’aux especes bactériennes
associées en biofilm reste toujours un obstacle majeur a ce type de thérapeutique.

Pour remédier a ce probleme, le développement de bactériophages est reconsidéré dans
la thérapeutique antibactérienne. Du fait de la spécificité d’'un phage pour une espece
bactérienne et de leur bonne diffusion au sein d’un biofilm, les bactériophages sont des
candidats potentiels dans la modulation des communautés bactériennes (167,168). Ainsi,
en identifiant I'affinité d’un phage particulier, il serait possible de retirer spécifiquement
une espece bactérienne de sa communauté.

4.2.1.2 Utilisation de prébiotiques

A linstar de cibler spécifiguement une espéce bactérienne, le développement et
I'utilisation de prébiotiques parait plus intéressant. Un prébiotique est « un composé non-
digestible qui, via sa métabolisation par les micro-organismes, module la composition et/ou
I'activité du microbiote, conférant par la un bénéfice physiologique a I’héte ». L’utilisation
de prébiotiques a pour but d’augmenter la proportion et I'influence d’especes bactériennes
bénéfiques pour ainsi modifier la composition et la fonction du microbiote de fagon
positive.

Une stratégie possible dans la prévention et le traitement de la parodontite chronique et
des MICI serait de favoriser la croissance sélective d'organismes bactériens antagonistes
des « bactéries pathogénes clés » pour engendrer une compétition et faire résistance a la
transition vers une communauté bactérienne dysbiotique. L'utilisation de prébiotiques
serait donc prometteuse dans le traitement de pathologies basées sur des dysbioses
microbiennes mais aussi dans la maintenance d’un microbiote stable chez les populations
arisque (169).
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4.2.1.3 Utilisation de probiotiques

Les probiotiques sont « des micro-organismes vivants qui, lorsqu'ils sont ingérés en
quantité suffisante, exercent des effets positifs sur la santé ». Le concept de probiotique
est intéressant et pertinent pour lutter contre le probléme grandissant des résistances aux
antibiotiques. Ces organismes peuvent étre synthétisés (170) ou isolés depuis des individus
sains pour promouvoir la santé buccale et intestinale (171).

Il a été démontré que les especes bactériennes commensales limitent la colonisation de
I’h6te par les agents bactériens opportunistes et pathogénes. Cela en raison de leur
compétition pour des métabolites définis au sein de la méme niche écologique dans le
cadre d'un processus appelé « résistance a la colonisation » (172,173). Il serait donc
bénéfique de supplémenter un patient avec des probiotiques spécifiques afin de supprimer
I'influence des agents bactériens opportunistes et limiter le développement d’une
pathologie.

En plus du role de compétition, les probiotiques de nouvelle génération pourraient étre
sélectionnés pour leur profil métabolique. Les espéces bactériennes intestinales
productrices d’AGCC inductrices du recrutement et de l'activation des lymphocytes T
régulateurs (Treg) pourraient étre sélectionnées. Certains Bacteroides possédant des
fonctions immuno-modulatrices pourraient aussi étre utilisés en tant que probiotiques de
nouvelle génération a action spécifique pour un traitement personnalisé.

4.2.1.4. Photothérapie

La photothérapie est une technologie prometteuse pour la modulation de I'écosystéme du
biofilm dentaire. Son utilisation est une nouvelle approche dans le traitement
prophylactique et curatif des maladies parodontales (168,174). C'est une technique de
contréle de plaque qui restreint sélectivement la croissance et le métabolisme de
pathogenes du biofilm par photo-inactivation. Cette technique peut étre plus efficace pour
le contréle et la maintenance a long terme du biofilm parodontal (175).

La photothérapie utilise les effets de la lumiére bleue pour altérer la composition
bactérienne de la plague dentaire humaine in vivo. L'exposition a la lumiére bleue affecte
sélectivement un petit segment de la population bactérienne qui comprend certains des
pathogénes parodontaux les plus importants (174). Cela photo-inactive les espéeces
bactériennes a pigmentation noire telles que P. gingivalis et Prevotella car ces espéces
produisent et accumulent des porphyrines photosensibles en intracellulaire (176).
L'excitation de ces porphyrines par la lumiére bleue induit la production subséquente
d'espéces réactives de I'oxygene qui sont cytotoxiques au sein de ces bactéries.
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Le but du traitement parodontal est de rétablir une situation d’homéostasie entre le tissu
parodontal et ses communautés polymicrobiennes. Le traitement le plus ancien, le plus
efficace et le plus largement utilisé est I'élimination physique du biofilm et de la plaque
dentaire par détartrage et surfacage radiculaire. Aujourd’hui, la photothérapie pourrait
offrir les avantages suivants par rapport a ce traitement standard: une application rapide
et indolore de la lumiére, une sélectivité pour les pathogénes, une pénétration de la
lumiére dans les tissus et la plague dentaire et pour finir, un bénéfice clinique,
microbiologique et immunologique possible avec un impact minimal sur le microbiote
commensal.

4.2.2 Modulation de la réponse de I’hote

Afin d’augmenter les chances de succes d’une thérapie parodontale ou intestinale, une
intervention sur les deux composantes de la relation microbiote/héte se doit d’étre mise
en ceuvre. Une modulation de la réponse de I'h6te devrait donc étre mise en place en
complément de la thérapie microbienne.

La parodontite chronique et les MICI sont caractérisés par une inflammation chronique non
résolue et une dégénération des tissus associés. Jusqu’a présent, la résolution de
I'inflammation était considérée comme un évenement passif. Or, durant la derniére
décennie, il a été découvert que la résolution de I'inflammation constitue une séquence
active d'événements médiés par des médiateurs lipidiques tels que les lipoxines, les
résolvines et les protectines, provenant de la conversion enzymatique des acides gras
polyinsaturés (177).

Les lipoxines, les résolvines et les protectines sont produites par les voies de l'acide
arachidonique (178). Ces molécules sont des agonistes clés des voies de résolution qui
induisent la restauration de I'homéostasie tissulaire (179,180). L'utilisation de ces
médiateurs lipidiques pro-résolvants constituerait donc une stratégie prometteuse pour
aider a la résolution de la maladie parodontale et des MICI.

Les médiateurs lipidiques les plus étudiés sont les résolvines, I'accent étant mis sur la
résolvine E-1 (RvE1). Des résultats prometteurs ont été mis en avant chez des modeéles
murins suite a I'utilisation de cette molécule. Des expériences in vivo chez le rat atteint de
parodontite induite par ligature ont montrés qu’un traitement local par application d’'une
solution de RVE1l a significativement réduit l'infiltration de cellules inflammatoires et
entrainé une sous-régulation de I'expression de genes associés a l'inflammation dans les
tissus gingivaux traités (181).
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Toujours chez le rat atteint de parodontite, un traitement parodontal par la molécule RvE1l
permet une réduction de la densité d’ostéoclastes ainsi qu’une réversion de la destruction
osseuse et de l'expression de geénes inflammatoires au niveau local. De manieére
intéressante, I'analyse du microbiote sous-gingival aprés traitement a montré des
changements significatifs dans la composition bactérienne, ce qui tend a confirmer que
I'inflammation joue un réle dans I'entretien de certaines especes bactériennes (181). Les
capacités d’inhibition de la résorption osseuse et d’ostéo-induction de la résolvine RvE1
ont aussi été confirmées in vivo chez le lapin (179). Hormis les résolvines, les lipoxines ont
aussi démontrés des capacités anti-inflammatoires, anti-ostéoclastiques et
ostéoinductrices (182).

En conclusion, ces médiateurs lipidiques offrent la promesse d'aider I'ndte dans la
résolution de l'inflammation initiée par de multiples mécanismes. Le potentiel de traiter la
maladie parodontale et les MICI avec ces médiateurs lipidiques est clair, et de futures
études cliniques sont attendues (183—-185).

Ainsi, une intervention sur les deux composantes de la relation microbiote/h6te en
combinant médecine de précision et modulation de la réponse de I'h6te permettrait la
guérison de ces pathologies immuno-inflammatoires chroniques.
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Partie expérimentale : Profil immunitaire des
conséquences systémiques de la parodontite
chronique

Laboratoire de correspondance :

Laboratoire de Brice Gaudilliere
300 Pasteur Drive, Grant S260
Stanford, CA 94305

Auteurs: Aghaeepour, Alpagot, Ando, Angst, Choi, Choisy, Culos, Djebali, Einhaus, Ganio,
Gaudilliere, Gaudilliere, Han, Helms, Maghaireh, Okada, Stanley, Tanada, Tingle, Tsai

1. Objectifs

Cette étude vise a identifier une signature immunitaire périphérique attribuable a la
parodontite chronique (ChP) et a analyser I'effet d’'une thérapeutique parodontale sur
celle-ci. Cette étude a été réalisée grace a l'analyse des sous-groupes de cellules
immunitaires en cytométrie de masse a partir d’échantillons de sang prélevés depuis une
cohorte de patients atteints de ChP.

La cytométrie de masse utilise des métaux conjugués a des anticorps pour analyser jusqu’a
45 marqueurs différents qu'ils soient membranaires, cytoplasmiques ou nucléaires. Cette
technologie permet donc l'interrogation simultanée de multiples voies de signalisation
dans chaque cellule immunitaire présente dans un échantillon de sang.

Les principaux objectifs de cette étude sont les suivants: 1) déterminer si |'état
immunologique périphérique des patients atteints de ChP differe de celui des individus
sains, 2) identifier les composants cellulaires impliqués dans |'état immunologique
périphérique associé a la ChP, 3) déterminer si la réalisation d’un traitement parodontal
standard permet le rétablissement de cette perturbation immunitaire périphérique.

La mise en évidence d’'une modulation immunitaire périphérique responsable d’une
réponse inflammatoire systémique aberrante due a la parodontite chronique permettrait
de considérer la maladie parodontale comme un facteur de risque dans la pathogéneése des
MICI. Le rétablissement de cette perturbation immunitaire périphérique suite a la
réalisation d’un traitement parodontal permettrait de souligner la nécessité d’une prise en
charge parodontale chez les populations a risque.
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2. Matériel et méthode

e Design de I'étude :

Cette étude prospective a été menée a la faculté de médecine de I'Université de Stanford
(Stanford, Californie). Le traitement des participants et le prélevement des échantillons de
sang ont été effectués au Bell Dental Center (San Leandro, Californie) aprés approbation
du comité de révision institutionnelle de Stanford. Tous les participants ont signé un
consentement éclairé. Les personnes agées de plus de 18 ans et qui présentent une
parodontite chronique (ChP) généralisée, modérée ou séveére, selon les critéres du systéme
de classification de I'Académie Américaine de Parodontologie (186), ont été considérées
comme éligibles a I'inclusion dans la cohorte des patients. Les individus adultes sains et
sans ChP ont été considérés comme éligibles a I'inclusion dans la cohorte contréle.

Tous les participants ont recu une prise de sang au moment du consentement,
représentant la base de référence (BL). Un sous-groupe de participants de chaque cohorte
d'étude (comprenant 7 individus contrbles et 9 patients atteints de ChP) a subi un
traitement consistant en un détartrage et un surfacage radiculaire pour la cohorte patient
ou un détartrage prophylactique pour la cohorte contréle, suivi d'instructions d'hygiéne
buccale spécifiques et d’une distribution d’un bain de bouche a 0,12% de Chlorhexidine.
Une deuxiéme prise de sang a été réalisée trois semaines (3wk) apres cette intervention
(Fig. 1A). Les données démographiques des participants et I'état parodontal des patients
sont respectivement énumérés dans les tableaux 1 et 2.

e Traitement des échantillons :

Les échantillons de sang total prélevés avant (BL) et 3 semaines (3wk) apres I"application
du traitement parodontal standard ont soit été non stimulés, soit stimulés pendant 15
minutes a 37° C avec l'une des quatre conditions de stimulation suivantes (Fig. 1A): le
lipopolysaccharide (LPS) de P. gingivalis (PgLPS) a 1 pg/mL (InvivoGen); l'interféron (IFN)a
a 100 ng/ml (PBL Assay Science); le TNFa a 100 ng/ml (PeproTech); ou un cocktail de
cytokines contenant les interleukines (IL)-2/4/6 et le facteur stimulant les colonies de
granulocytes-macrophages (GM-CSF) a raison de 100 ng/ml chacun (BD). Les échantillons
stimulés ou non ont ensuite été fixés avec un stabilisateur protéomique (SmartTube Inc.)
et stockés a -80° C jusqu'a utilisation ultérieure.
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e Cytométrie de masse :

Les échantillons ont, suite a leur décongélation, été mis en suspension dans un tampon de
lyse érythrocytaire hypotonique (SmartTube, Inc.) conformément aux instructions du
fabricant. Les cellules isolées de chaque échantillon ont été taguées par code-barres (un
code-barres spécifique définit un participant spécifique) comme décrit précédemment
(187) puis réunies collectivement pour étre ensuite marquées par un panel de 45
parametres pour la caractérisation compléte des activités des principaux sous-groupes de
cellules immunitaires périphériques (Tableau S1). Le pool de cellules a ensuite été incubé
avec un intercalant de ’ADN contenant de l'iridium (Fluidigm) pendant une nuit a 4° C. Le
pool de cellules a ensuite été analysé au cytometre de masse Helios (Fluidigm) en utilisant
des billes de normalisation (188) puis normalisé collectivement en utilisant Normalizer v0.1
MATLAB Compiler Runtime (MathWorks). Le fichier normalisé a été décodé (décodage des
codes-barres afin d’approprier chaque cellule a chaque participant correspondant) avec un
outil de décodage intégré au logiciel MATLAB (189). La discrimination des sous-groupes de
cellules immunitaires a ensuite été réalisée de fagcon manuelle en utilisant Cytobank (Figure
S1). Les 18 types de cellules incluses dans I'analyse sont répertoriés dans le tableau S2.

Trois catégories de caractéristiques immunitaires ont ainsi été obtenues:

- Fréquence cellulaire: les numérations cellulaires sont exprimées en pourcentage de
leucocytes pour les neutrophiles et en pourcentage de cellules mononuclées du
sang périphérique (PBMC) pour tous les autres types de cellules immunitaires.

- Signalisations immunitaires endogénes: les activités de signalisation intracellulaires
endogénes ont été mesurées a partir des échantillons sanguins non stimulés par
analyse de l'intensité des protéines phosphorylées (p) pP38, pMAPKAPK2, pS6, NF-
kB, pCREB, pERK1/2, pSTAT1, pSTAT3, pSTATS, pSTAT6, et de la protéine IkB totale.
Pour chaque type de cellule, I'activité est calculée comme la valeur transformée par
la fonction argsinh (argument sinus hyperbolique) de I'intensité de chaque protéine
de signalisation phosphorylée.

- Signalisations immunitaires fonctionnelles: les activités de signalisation
intracellulaire fonctionnelles ont été mesurées a partir des échantillons sanguins
stimulés par 1 pug/mL de PgLPS, 100 ng/mL d'IFNa, 100 ng/mL de TNFa ou un
cocktail de cytokines contenant 100 ng/mL d'IL-2/4/6 et de GM-CSF par analyse de
I'intensité des protéines phosphorylées mentionnées précédemment. Pour chaque
type de cellule, I'activité est calculée comme le rapport transformé par la fonction
argsinh (argument sinus hyperbolique) de lintensité de chaque protéine de
signalisation phosphorylée entre les conditions stimulées et non stimulées.
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e Analyse statistique :

L’Elastic Net (190) est une méthode de régularisation et de sélection de caractéristiques
particulierement adaptée aux ensembles de données dans lesquelles les prédicteurs sont
plus nombreux que les observations. Ici, le nombre de caractéristiques immunitaires
mesurées (prédicteurs) dépasse largement le nombre de participants a |'étude
(observations). La méthode Elastic Net (EN) dépendante de la signalisation cellulaire, ou
cell-signaling Elastic Net (csEN), développée par Aghaeepour et al. (191), une adaptation
de laméthode de régression régularisée EN, s’est avérée plus performante que I'algorithme
EN existant. Ainsi, dans cette étude, nous avons adapté et inclus dans l'algorithme une
matrice de pénalisation qui a précédemment été implémentée. Cette matrice de
pénalisation est basée sur la signalisation cellulaire pour discriminer si chaque réponse de
signalisation initiée apreés chaque stimulation est appuyée ou non par une connaissance
bibliographique préalable des voies de transduction du signal (Tableau S2).
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3. Résultats :

Profilage unicellulaire des réponses immunitaires périphériques chez les patients atteints
de ChP

Trente participants ont été inclus dans cette étude. Cela correspond a quinze individus
controles et quinze patients atteints de ChP qui ont subis un traitement parodontal
standard au Bell Dental Center (San Leandro, Californie) et a la Faculté de médecine de
['Université de Stanford (Stanford, CA). Un patient a été exclu de I'analyse en raison de la
présence fortuite d’'une maladie auto-immune et un contréle a été exclu de I'analyse en
raison du développement d’une infection de la main durant I'étude. Les données
démographiques des participants et |'état parodontal clinique des patients sont
respectivement présentés dans les tableaux 1 et 2.

Un sous-ensemble de 16 participants a I'étude a été suivi pendant 3 semaines apres le
traitement parodontal standard (Fig. 1A) consistant en un détartrage et surfacage
radiculaire (patients ChP, n = 9) ou une prophylaxie dentaire (contréles, n = 7) associée a
une transmission d’instructions d’hygiéne buccale et une distribution de bain de bouche a
0,12% de Chlorhexidine.

Tableau 1. Données démographiques

Patients with Healthy Controls Test
ChP (n=14) Significance
(n=14)
Age Mean (Range) £ SD  42.2 (29-61) £10.5  36.5 (26-57) £ 8.07 t-test
p=0.12
Sex Male (n) 6 6 chi-square
Female (n) 8 8 p=1.00
Race/Ethnicity n  African American 2 (14%) 2 (14%) chi-square
(%) Asian 3 (21%) 6 (43%) p=10.072
Caucasian 0 (0%) 3(21%)
Latino 9 (64%) 3 (21%)
Comorbidities Anemia 1 0
Hypertension 1 0
Morphea 0 1
Thyroid Disease 1 0
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Tableau 2. Données cliniques de la cohorte de patients

Periodontal Classification Generalized Moderate ChP (n) 10
Generalized Severe ChP (n) 4

Deepest Periodontal Pocket (mm) Mean + SD 7.60£1.12

Largest Clinical Attachment Loss (mm) Mean + SD 842+ 1.73

Number of pockets > 5mm

Median (Range) 36 (7-84)
Number of teeth with furcation
involvement Median (Range) 0 (0-2)
Number of sites with radiographic
calculus Median (Range) 8 (2-27)

Des échantillons de sang périphérique ont été prélevés au départ (n = 28 ; BL) et 3 semaines
apreés le traitement parodontal standard (n=16 ; 3wk) et analysés en utilisant un protocole
de cytométrie de masse comprenant 45 parameétres (tableau S1). Un total de 900
caractéristiques immunitaires ont été extraites de chaque échantillon sanguin incluant les
fréqguences des 18 sous-groupes de cellules immunitaires représentant les principaux
compartiments innées et adaptatifs (Figure S2), les activités de signalisation intracellulaire
endogénes et les activités de signalisation intracellulaire fonctionnelles en réponse a une
série de stimulations immunitaires cellule- et récepteur-spécifiques (stimulation par PgLPS,
IFNa, TNFa et un cocktail contenant IL-2, IL-4, IL-6 et GM-CSF) (Fig.1A). Ces caractéristiques
immunitaires sont dérivées de mesures effectuées a partir d’échantillons de sang total ce
qui a permis |'évaluation fonctionnelle de tous les sous-groupes de cellules immunitaires
périphériques tout en minimisant les perturbations dues a des manipulations
supplémentaires.
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Figure 1. Protocole expérimental et approche analytique. (A) Des échantillons de sang
périphérique provenant de 14 patients et 14 individus sains appariés ont été prélevés au départ
(BL) avec un sous-groupe de participants (n=16) ayant subi la réalisation d’un traitement parodontal
standard ainsi qu’un prélévement sanguin supplémentaire 3 semaines (3wk) apres le traitement.
(B) Les échantillons de sang total ont soit été non stimulés, soit stimulés avec des ligands récepteur-
spécifiques, incluant le lipopolysaccharide isolé de P. gingivalis (pgLPS), l'interféron (IFN)-a, le
facteur de nécrose tumorale (TNF)-a et un cocktail de cytokines constitué de I'interleukine (IL)-2,
IL-4, IL-6 et du facteur stimulant les colonies de granulocytes-macrophages (GM-CSF). Les
échantillons ont été traités pour une analyse par cytométrie de masse. (C) L'analyse Elastic Net (EN)
de l'ensemble de données de cytométrie de masse a formé un réseau de corrélation de
caractéristiques immunitaires mettant en évidence des réponses de signalisation intracellulaires
coordonnées associées a la ChP. Les nceuds sont colorés en fonction de la condition de stimulation
indiquée.

L'analyse des réseaux de signalisation immunitaire identifie une signature immunitaire
périphérique de la ChP

L'ensemble des données de cytométrie de masse a formé un réseau de corrélation mettant
I'accent sur l'inter-connectivité des caractéristiques immunitaires mesurées (Fig. 1C). Ainsi,
la nature fortement inter-corrélée des données de cytométrie de masse justifie |'utilisation
de l'algorithme csEN (191). Cet algorithme integre les connaissances préalables de
I'activation des voies de signalisation cellule- et récepteur-spécifiques pour prioriser les
caractéristiques de signalisation canoniques en adéquation avec les stimulations utilisées.
Cette priorisation a été réalisée en intégrant dans I'analyse une matrice de pénalisation
basée sur la signalisation cellulaire (Fig. 2A).

L'algorithme csEN a d’abord été appliqué a I'ensemble de données qui dérive de I'analyse
par cytométrie de masse des échantillons de sang prélevés avant traitement parodontal
(BL). Cet algorithme a identifié un modele statistiquement rigoureux qui différencie les
patients des individus contréles en fonction de leur réponse au PgLPS, a I'lFNa, au TNFa et
au cocktail de cytokines IL-2/4/6 et GM-CSF (p-value = 1,673 x 10, Fig. 2A et 2B). Les
composants de ce modeéle sont visualisés sur le réseau de corrélation sous la forme de
nceuds rouges qui représentent des réponses immunitaires accrues ou de noeuds bleus qui
représentent des réponses immunitaires diminuées chez les patients atteints de ChP (Fig.
2B). Les caractéristiques individuelles sélectionnées par le modéle sont répertoriées dans
le tableau S3.
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Figure 2. Une analyse Elastic Net basée sur la signalisation cellulaire (csEN) identifie les
caractéristiques de signalisation immunitaire systémiques associées a la ChP avant traitement
parodontal. (A) Matrice de pénalisation basée sur la signalisation cellulaire précédemment mise en
ceuvre pour l'analyse csEN et qui permet de déterminer si la réponse de signalisation a chaque
condition de stimulation est corroborée par une connaissance préalable des voies de transduction
du signal. (B) Le CSEN a identifié des caractéristiques de signalisation immunitaire permettant de
différencier les échantillons prélevés chez les patients atteints de ChP de ceux prélevés des
individus controles au départ (BL). Chaque nceud est coloré par le coefficient attribué par le modéle.
Le rouge/bleu indique des caractéristiques élevées/diminuées dans les échantillons des patients au
départ (BL). La taille des noeuds est proportionnelle a la p-value de la différence entre la cohorte
des patients et la cohorte controle (test de Wilcoxon rank-sum). (C) La valeur unique du modéle
csEN attribué a chacun des 28 participants est représentée par chaque z-score du box-plot et cela
démontre que le modele différencie de maniere significative les patients atteints de ChP des
individus controles au départ de I'étude (BL).

L'analyse csEN a fourni un modéle multivarié robuste composé de réponses immunitaires
périphériques - une signature immunitaire périphérique - étroitement associé a la ChP. Fait
intéressant, une analyse de la fréquence des cellules immunitaires n'a démontrée aucune
différence entre les échantillons de patients atteints de ChP et les individus contrdles, ce
qui suggere que la lecture fonctionnelle des réponses immunitaires fournit davantage
d'informations que I'évaluation de la distribution cellulaire seule afin de caractériser le
statut immunologique des patients atteints de ChP. Ces résultats suggerent que la ChP est
associée a une dérégulation profonde des réponses immunitaires systémiques qui est
détectable dans les échantillons de sang périphérique.
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La ChP est associée a des dysfonctionnements immunitaires périphériques profonds et
cellule-spécifiques

Pour évaluer plus en détail les implications biologiques de cette signature immunitaire, les
caractéristiques immunitaires constituant le modele csEN ont été examinées
individuellement. Les composants du modeéle cseN ont été classés en fonction de la force
de leur association avec la ChP [-log (p-value), test Wilcoxon rank-sum]. Sur les 37
composants csEN qui différent entre les patients atteints de ChP et les individus contréles
en analyse univariée, la majorité sont des réponses de signalisation au cocktail de cytokines
(40%) et au PgLPS (35%). Les réponses de signalisation des cellules immunitaires innées
représentent 76% de ces caractéristiques, incluant les cellules NK, les monocytes, les
cellules dendritiques et les neutrophiles. Tandis que 34% sont des réponses de signalisation
dans les cellules immunitaires adaptatives, comprenant les lymphocytes Tnaifs CD8+, les
lymphocytes Tmémoires CD4+, les lymphocytes T CD45RA+ Thet+ CD4+, les lymphocytes T
CD45RA- Thet+ CD4 + (Th1) et les lymphocytes B.

17 de ces 37 caractéristiques sont des caractéristiques de réponses canoniques dont
I'activation des voies de signalisation en réponse a des stimulations spécifiques est
préalablement connue (représentées en gras dans le tableau S4). Les 20 autres
caractéristiques sont des réponses non canoniques ce qui suggére que les stimulations
utilisées ont induits des réponses de signalisation intracellulaires croisées et indépendantes
du récepteur ciblé dans les compartiments innés et adaptatifs.

6 des 17 caractéristiques de réponses canoniques représentent une réponse de différentes
cellules immunitaires innées au PgLPS chez les patients atteints de ChP. Cela inclut une
augmentation de l'intensité de pCREB, NF-kB et pERK dans les monocytes classiques, NF-
kB dans les neutrophiles, pCREB dans les cellules dendritiques myéloides et pERK dans les
cellules myéloides suppressives monocytiques (mMDSC). Ces réponses de signalisation a la
stimulation par le PgLPS sont toutes augmentées chez les patients atteints de ChP par
rapport aux individus controles (Fig. 3). Cela suggere que la ChP est associée a des réponses
de signalisation relatives aux récepteurs TLR-2/4 qui sont exacerbées dans les cellules
immunitaires innées périphériques.

Contrairement aux réponses de signalisation au PgLPS, les composants du modeéle csEN
représentant les réponses de signalisation aux stimulations TNFa, IFNa ou IL-2/4/6 et GM-
CSF sont diminuées chez les patients atteints de ChP par rapport aux individus contréles
(Fig. 3). Ces composants csEN incluent une diminution de la réponse de signalisation
PMAPKAPK?2 au TNFa et des réponses de signalisation pSTAT1, pSTAT3 et pERK a I'lL-2/4/6
et au GM-CSF dans des sous-ensembles de cellules NK, une diminution de la réponse de
signalisation pSTAT1 a I'IL-2/4/6 et au GM-CSF dans les monocytes intermédiaires, et une
diminution de la réponse de signalisation pCREB au TNFa dans les lymphocytes B.
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Figure 3. Le modeéle csEN réveéle des altérations immunitaires systémiques associées a la ChP qui
sont rétablis apres traitement parodontal. (Centre) Réseau immunitaire mettant en évidence les
composants individuels canoniques du modeéle csEN qui different significativement avant (BL) mais
plus aprés traitement parodontal (3wk) chez les patients atteints de ChP. Un nceud rouge
représente une réponse élevée tandis qu'un noeud bleu représente une réponse diminuée chez les
patients atteints de ChP. Les composants du modele csEN qui ne sont pas modifiés par le traitement
sont grisés. (Périphérie) Box-plots représentant les composants individuels canoniques du modéle
csEN au départ (BL) qui sont rétablis par le traitement parodontal (rapport argsinh des échantillons
stimulés par rapport aux échantillons non stimulés, Z-score).

Ces résultats suggerent que la capacité de sous-ensembles de cellules immunitaires
spécifiques a répondre a un challenge inflammatoire est altérée dans les échantillons de
sang périphérique de patients atteints de ChP. Les dysfonctionnements immunitaires les
plus importants sont observés dans les cellules immunitaires innées et comprennent une
exacerbation des réponses TLR2/4 au PgLPS et une diminution des réponses de
signalisation au TNFa, a I'IFNa et a I'lL-2/4/6/GM-CSF. Il est important de noter que les
composants individuels du modele csEN identifiés ici ne sont ni significativement associés
au sexe (t-test d'échantillons indépendants), ni a la race (1-way ANOVA) et ni a l'dge
(corrélation de Pearson) du patient (Bonferroni-corrected a = 0,0014).
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Cependant, nous reconnaissons que d'autres variables cliniques ou démographiques
potentiellement associées a la ChP et qui n’ont pas été prises en compte dans I'étude, telles
que la nutrition, le statut socio-économique ou une maladie non diagnostiquée, peuvent
affecter les réponses des cellules immunitaires périphériques. Pour déterminer si les
différences observées dans les réponses immunitaires entre les patients atteints de ChP et
les individus contréles résultent spécifiquement de la dysbiose orale caractéristique de la
ChP, les réponses immunitaires ont de nouveau été examinées trois semaines (3wk) apres
la réalisation d’un traitement parodontal standard chez un sous-ensemble de patients.

Les dysfonctions immunitaires périphériques associées a la ChP disparaissent apreés la
réalisation d’un traitement parodontal.

16 participants ont regu un traitement clinique adapté a leur statut parodontal consistant
en un détartrage et surfacage radiculaire (patients) ou une prophylaxie dentaire (individus
controles), des instructions d’hygiene buccale ainsi qu’un bain de bouche a la Chlorhexidine
dans le but de réduire I'inflammation et la charge bactérienne sous et supra-gingivales. Des
échantillons de sang total ont été prélevés trois semaines (3wk) aprés le traitement clinique
et analysés par cytométrie de masse. Le modele cseN formé sur I'ensemble de données
immunologiques provenant des 28 participants de départ (BL) a été appliqué a I'ensemble
de données obtenu a partir de I'analyse d'échantillons de sang prélevés chez les 16
participants ayant subi le traitement clinique. Cette analyse csEN a fourni une valeur unique
par participant avant et aprées le traitement de la ChP. Ces données montrent que les
valeurs du modeéle csEN étaient significativement différentes chez les patients atteints de
ChP par rapport aux individus contréles (p-value = 7,9x 10-3 ; Fig. 4A) au départ (BL) mais
qgue cette différence n’existait plus aprés la réalisation du traitement parodontal. Ce
changement est visualisé sur les réseaux de corrélation formés a partir des 16 participants
ayant subi le traitement parodontal (Fig. 4A et B). Les différences de signalisation entre les
deux cohortes de I'étude sont plus importantes au départ (Fig. 4B) qu'a trois semaines
aprés le traitement (Fig. 4C). Ces résultats suggérent que la signature immunitaire
systémique de la ChP identifiée dans cette étude est conduite, au moins en partie, par des
processus pathologiques locaux qui sont rétablis aprés traitement parodontal.
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Figure 4. Le traitement parodontal standard modifie certains aspects de la manifestation
immunitaire systémique de la ChP. (A) Box-plot représentant les valeurs attribuées par le modele
csEN aux patients atteints de ChP et aux individus controles avant et aprés la réalisation d’un
traitement parodontal. Les valeurs du csEN attribuées aux patients atteints de ChP sont
augmentées avant (n = 16, test de Wilcoxon rank-sum p = 7,9x10-3) mais plus apres le traitement
parodontal (test de Wilcoxon ; p = 1,67 x 10-4). (B-C) Représentation graphique des valeurs des
composants du modele cseN pour les 16 participants ayant subi un traitement parodontal. Les
nceuds sont colorés par la différence des médianes des activités de signalisation (transformation
argsinh) entre les patients atteints de ChP et les individus contréles. La taille des noeuds varie en
fonction de la p-value (test de Wilcoxon rank-sum, unilatéral). B. Avant le traitement parodontal.
C. Aprés le traitement parodontal.
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4. Discussion

Cette étude a introduit une nouvelle application de la technologie de cytométrie de masse
afin de fournir une analyse approfondie des manifestations immunologiques systémiques
se produisant chez les patients atteints de ChP, avant et trois semaines apres la réalisation
d’un traitement parodontal. L'analyse csEN des réseaux de signalisation immunitaire a
identifié un modeéle csEN statistiquement rigoureux composé de réponses immunitaires
périphériques qui permet de classifier avec précision les patients atteints de ChP et les
individus contrdles présentant un parodonte sain. Ces résultats mettent en lumiére la
présence d’une signature immunitaire périphérique de la ChP qui spécifie |'état
inflammatoire systémique des patients atteints par la maladie parodontale.

L’analyse longitudinale des réponses immunitaires périphériques avant et apres traitement
parodontal a révélé une plasticité remarquable du systeme immunitaire périphérique chez
les patients atteints de ChP. De maniéere générale, le résultat de toutes les réponses
immunitaires mesurées et capturées par I'analyse csEN différenciait fortement les patients
atteints de ChP des individus controles au départ de I’étude. Cependant, les différences de
valeurs du modele cseN entre les individus contréles et les patients ont été nettement
réduites 3 semaines aprés la prise en charge parodontale. Ces résultats suggerent que les
perturbations immunologiques périphériques observées avant la réalisation du traitement
sont imputables a la ChP, plutét qu’a des comorbidités cliniques ou démographiques non
prises en compte dans cette étude. Ces résultats soulignent également la capacité du
systeme immunitaire périphérique des patients atteints de ChP de passer d'un état
dysfonctionnel a un état relativement normal apres une intervention de trois semaines
ciblant les manifestations locales de la ChP (192).

De maniere intéressante, bien que les réponses immunitaires périphériques soient en
moyenne similaires entre les patients et les individus contréles aprés la réalisation du
traitement parodontal, il existe une variabilité élevée entre les patients. Cette variabilité
peut refléter des états immunologiques spécifiques a un patient qui sous-tendrait a des
différences individuelles dans I'expression physiopathologique de la ChP.

L'état inflammatoire systémique des patients atteints de ChP repose sur l'intégration de
millions d'événements immunitaires interconnectés. La capacité de quantifier
simultanément ces événements immunitaires a I'échelle monocellulaire n’a été que
récemment possible avec le développement de technologies d’analyse monocellulaires
telles que la cytométrie de masse. Cependant, le grand ensemble de données
immunologiques dérivées de I'analyse par cytométrie de masse d'échantillons cliniques
pose plusieurs problemes de calcul. Le premier défi est di au nombre de caractéristiques
immunitaires mesurées, qui dépasse largement la taille de I'échantillon et conduit a des
découvertes faussement positives. Le deuxieme défi est dii a la nature hautement corrélée
des événements immunologiques, qui refléte les interactions coordonnées entre les
cellules immunitaires (193). L'analyse csEN, qui a récemment démontré qu'elle surpasse
d'autres méthodes couramment utilisées dans I'analyse de jeux de données de cytométrie
de masse a haute dimension (191), permet de relever ces deux défis.
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Cette analyse csEN a révélé des réponses immunitaires spécifiques qui différaient entre les
patients atteints de ChP et les individus contrOles. Dix-sept de ces caractéristiques
immunitaires identifiées ont été activées le long de voies de signalisation canoniques en
réponse a des stimulations spécifiques de récepteurs. D'autres réponses immunitaires
associées a la ChP pointaient sur des réponses de signalisation non canoniques, telles que
STATS et STAT6 dans les cellules immunitaires innées en réponse a la stimulation par le
PgLPS, ou STAT6 dans les cellules NK en réponse au TNFa, reflétant vraisemblablement un
dialogue intracellulaire entre voies de signalisation ou des communications cellule-cellule.

Les composants les plus informatifs de la signature immunitaire de la ChP comprennent
des éléments de signalisation TLR2/4 en réponse au PgLPS dans plusieurs types de cellules
immunitaires innées. La stimulation des échantillons de sang périphérique avec du PgLPS a
entrainé une activation de pNF-kB (neutrophiles, monocytes classique), de pCREB
(monocytes classiques, cellules dendritiques myéloides) et de pERK (monocytes classiques,
cellules myéloides suppressives monocytiques) par rapport aux individus contréles. Ces
résultats sont en accord avec les rapports antérieurs indiquant une exacerbation de
I'activation des neutrophiles dans les tissus gingivaux locaux ainsi que dans le sang
périphérique de patients atteints de ChP (109). Par exemple, Ling et al. ont observé une
augmentation de la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, IL-8 et IL-1B, par les
neutrophiles périphériques en réponse a P.gingivalis chez des patients atteints de ChP
(194). L'augmentation des réponses de signalisation au PgLPS suggére un effet de
« priming » de la ChP sur les cellules immunitaires innées périphériques, peut-étre par une
régulation a la hausse des récepteurs TLR2 et TLRA4. Il reste a déterminer si le « priming »
observé résulte d’une exposition chronigue a des agents pathogéenes parodontaux présents
dans la circulation sanguine ou indirectement, a la libération chronique de cytokines pro-
inflammatoires telles que le TNFa et I'lL-1f a partir des tissus parodontaux.

D'autres découvertes sont inattendues. Par exemple, contrairement aux réponses innées
augmentées apres stimulation des cellules immunitaires par PgLPS, une atténuation des
réponses de signalisation aux cytokines pro-inflammatoires TNFa et IL-2/4/6, GM-CSF a été
observée dans les cellules NK, les monocytes intermédiaires et les lymphocytes B. Ces
observations étaient particulierement retrouvées dans les cellules NK. Les réponses des
cellules NK chez les patients ChP ont été caractérisées par une diminution de pMAPKAPK2
et de pCREB en réponse au TNFa, ainsi que par une diminution de pSTAT1, de pSTAT3 et
de pERK en réponse a I'IL-2/4/6, GM-CSF. La littérature sur les cellules NK est
principalement axée sur les mécanismes locaux et suggere que l'activité des cellules NK
favorise la destruction parodontale. Chez les souris, les agents pathogénes parodontaux
peuvent activer la sécrétion d'IFNy et de TNFa par les cellules NK, ce qui entraine la
stimulation des fibroblastes et des ostéoclastes, puis la dégradation de la matrice
extracellulaire et de I'os alvéolaire (195). Ces études indiquent également une expansion
des cellules NK dans les tissus parodontaux locaux (196). Nos résultats concernant la
diminution de la fonction des cellules NK périphériques chez les patients atteints de ChP
suggerent que |'évaluation de la réponse des cellules NK dans la circulation peut ne pas
refléter leur fonction locale.
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En revanche, I'anergie relative des cellules NK observée dans le sang périphérique des
patients atteints de ChP peut étre impliquée dans la pathogenése de maladies systémiques
liées a la parodontite, telles que les infections systémiques (endocardite, pneumonie) et
les tumeurs malignes (197).

L'étude a certaines limites. Le petit échantillon (n = 28) recruté dans une seule clinique peut
ne pas représenter la population générale. Des études ultérieures sur des échantillons plus
importants provenant de plusieurs sites cliniques seront nécessaires pour valider ces
résultats. Comme toutes les comorbidités et les facteurs de confusion potentiels ne
peuvent pas étre éliminés, une étude établissant un lien entre la pathologie parodontale
et la réponse immunitaire périphérique sera essentielle a I'avenir pour mieux comprendre
le dysfonctionnement systémique. De plus, étant donné que I'état parodontal a tendance
a rechuter en I'absence de traitement d'entretien oral fréquent, nous nous attendons a ce
qgue la signature immunitaire de la ChP soit réapparue sur une période de plusieurs
semaines a plusieurs mois, ce qui n'est pas pris en compte dans la présente étude avec un
suivi de trois semaines seulement. Bien que la cytométrie de masse permette de mesurer
plus de 40 parametres par cellule, la liste des marqueurs phénotypiques et des réponses
de signalisation testées n’est pas exhaustive, pas plus que le panel de stimulations.
Cependant, cette approche fournit le cadre analytique pour élargir le criblage
immunologique afin de permettre I’évaluation de tous les dysfonctionnements des cellules
immunitaires associées a la ChP.

Ainsi, notre étude a révélée des dysfonctionnements systémiques des cellules
immunitaires chez les patients atteints de ChP et a démontré que ces perturbations sont
rétablies par la réalisation d’un traitement parodontal. Cela met en avant la réversibilité de
la signature immunitaire périphérique de la ChP. Les résultats ici présents soulignent la
nécessité d’une prise en charge parodontale afin de prévenir la progression systémique de
la ChP dans les populations a risque.
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Conclusion

Une relation microbiote/h6te équilibrée est une relation nécessaire et favorable au
maintien de la santé tout le long de la vie. En conséquence, une dysbiose, qui se traduit par
une altération qualitative et fonctionnelle d’'un microbiote, est une piste permettant de
comprendre l'origine de certaines maladies sous-tendues par des mécanismes
inflammatoires.

Ainsi, la mise en place d’une relation symbiotique avec nos microbiotes, qui intervient dés
la naissance, est nécessaire au développement correct et a la fonction de notre systéeme
immunitaire. Cependant, le maintien de cette relation durant I’enfance et la vie adulte peut
notamment étre perturbé par des facteurs environnementaux comme I'alimentation ou
I’exposition aux antibiotiques.

Une perturbation de cette relation est observée dans la parodontite chronique et les
maladies inflammatoires chroniques de I'intestin. Ces pathologies, pour lesquelles il existe
une association épidémiologique, présentent aussi des mécanismes physiopathologiques
similaires. Ces mécanismes sont traduits par une dysbiose des microbiotes respectifs
associée a une hyperactivation du systéme immunitaire menant a une inflammation
chronique non résolue responsable de la destruction des tissus associés.

Il existe une interaction pathogénique complexe entre la maladie parodontale et les
maladies inflammatoires chroniques de I'intestin. En effet, une pathologie peut influer sur
le développement de l'autre via sa composante microbienne et inflammatoire. Cela se
traduit par I'établissement d’une altération du microbiote et d’une inflammation
exacerbée. Cependant, les données actuelles proviennent de résultats préliminaires
majoritairement issus de modeéles animaux et cela reste a confirmer chez ’'Homme.

Cependant, les résultats de la partie expérimentale démontrent que les patients atteints
de parodontite chronique présentent une perturbation des réponses immunitaires
périphériques responsable d’une inflammation systémique chronique. Cette perturbation
serait favorable a I'établissement de réponses immunitaires aberrantes a des éléments du
microbiote intestinal et au développement de maladies inflammatoires chroniques de
I'intestin. La réalisation d’un traitement parodontal chez ces patients permet de restaurer
cette perturbation immunitaire périphérique, ce qui souligne la nécessité d’une prise en
charge parodontale chez les populations a risque.
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Figure S1. Stratégie de sélection des populations immunitaires. Les courbes de cytométrie
de masse bidimensionnelles sont représentées pour un échantillon représentatif du
patient. La sélection a été réalisée a I'aide de Cytobank (www.cytobank.org). Les types de
cellules inclus dans I'analyse sont indiqués en bleu.
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Tableau S1. Anticorps utilisés

Antibody Manufacturer Symbol | Atomic Mass | Clone Comment
Barcode 1 Trace Sciences Pd 102 Barcode
Barcode 2 Trace Sciences Pd 104 Barcode
Barcode 3 Trace Sciences Pd 105 Barcode
Barcode 4 Trace Sciences Pd 106 Barcode
Barcode 5 Trace Sciences Pd 108 Barcode
Barcode 6 Trace Sciences Pd 110 Barcode
CD235ab Biolegend In 113 HIR2 Phenotype
CD61 BD In 113 VI-PL2 Phenotype
CD45 Biolegend In 115 HI30 Phenotype
CD66 BD La 139 CD66a-Bl1.1 Phenotype
CD7 BD Pr 141 M-T701 Phenotype
CD19 Biolegend Nd 142 HIB19 Phenotype
CD45RA Biolegend Nd 143 HI100 Phenotype
CDl11b Fluidigm Nd 144 ICRF44 Phenotype
CD4 Fluidigm Nd 145 RPA-T4 Phenotype
CD8a Fluidigm Nd 146 RPA-TS8 Phenotype
CDllc Fluidigm Sm 147 Bul5 Phenotype
CD123 Biolegend Nd 148 6H6 Phenotype
pCREB Cell Signaling Technology | Sm 149 87G3 Phenotype
pSTATS Fluidigm Nd 150 47 Function
pp38 BD Eu 151 36/p38 Function
TCRyd Fluidigm Sm 152 11F2 Phenotype
pSTATI1 Fluidigm Eu 153 58D6 Function
pSTATS3 Cell Signaling Technology | Sm 154 MIC6 Function
pS6 Cell Signaling Technology | Gd 155 D57.2.2E Function
CD24 Biolegend Gd 156 ML5 Phenotype
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CD38 Biolegend Gd 157 HIT2 Phenotype
CD33 Fluidigm Gd 158 WMS53 Phenotype
pMAPKAPK?2 [ Fluidigm Tb 159 27B7 Function
Thet Fluidigm Gd 160 4B10 Function
cPARP BD Dy 161 F21-852 Function
FoxP3 Fluidigm Dy 162 PCH101 Phenotype
IxB Fluidigm Dy 164 L35A5 Function
CDl16 Fluidigm Ho 165 3G8 Phenotype
pNF-«xB Fluidigm Er 166 K10-895.12.50 | Function
pERK1/2 Fluidigm Er 167 DI13.144E Function
pSTAT6 Fluidigm Er 168 18 Function
CD25 Biolegend Tm 169 M-A251 Phenotype
CD3 Fluidigm Er 170 UCHT!1 Phenotype
CD27 BD Yb 171 M-T271 Phenotype
CCR2 Biolegend Yb 173 K036C2 Phenotype
HLA-DR Fluidigm Yb 174 1243 Phenotype
CDs6 BD Yb 176 NCAMI16.2 Phenotype
DNAI Fluidigm Ir 191 DNA
DNA2 Fluidigm Ir 192 DNA
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Tableau S2. Matrice de pénalisation
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IL-2/4/6, GM-CSF
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Tableau S3. Caractéristiques immunitaires du modéle csEN, classées par p-value

Stimulation Cell Type Signaling p-value coefficient
Protein
IFNa CD8 " Thaive cells CREB 0.001729 0.028943
PgLPS mDCs STATS 0.001729 0.030384
IL-2/4/6, GM-CSF CD56"°CD16*NK Cells STATI1 0.002078 -0.02417
IL-2/4/6, GM-CSF NK Cells STATI 0.002486 -0.0144
PgLPS ncMCs STATS 0.002486 0.029313
IL-2/4/6, GM-CSF NK Cells MAPKAPK?2 0.004906 -0.02397
TNFa NK Cells MAPKAPK2 0.005761 -0.01478
PgLPS CD8 ' Thaivecells STAT1 0.006743 0.026939
TNFa CD56"°CD16'NK Cells MAPKAPK2 0.007866 -0.01512
IL-2/4/6, GM-CSF CD56"°CD16'NK Cells STAT6 0.009146 0.015572
1L-2/4/6, GM-CSF CD56'CD16'NK Cells MAPKAPK2 0.0106 -0.02112
IL-2/4/6, GM-CSF CD56"°CD16*NK Cells STAT3 0.0106 -0.01994
1L-2/4/6, GM-CSF Tbet"CD4"CD45RA Tcells NF-«B 0.0106 0.024192
IL-2/4/6, GM-CSF CD56"°CD16'NK Cells MAPKAPK?2 0.014108 -0.00887
1L-2/4/6, GM-CSF pDCs MAPKAPK2 0.014108 -0.0179
PgLPS cMCs STAT6 0.016203 0.027337
1L-2/4/6, GM-CSF CD56'CD16'NK Cells STATI 0.018554 -0.00783
IFNa CD8'Thaivecells S6 0.018554 0.017136
PgLPS cMCs STATS 0.018554 0.009459
PgLPS Tbet" CD4  Taive cells IxB 0.021187 0.017232
1L-2/4/6, GM-CSF B-cells CREB 0.024124 -0.02798
1L-2/4/6, GM-CSF CD56"CD16'NK Cells ERK 0.024124 -0.01574
1L-2/4/6, GM-CSF NK Cells STAT3 0.027396 -0.00357
TNFa CD56"CD16'NK Cells CREB 0.027396 0.006399
TNFa Thl cells STAT6 0.027396 0.022404
PgLPS cMCs CREB 0.031025 0.01195
PgLPS mDCs CREB 0.031025 0.016026
IFNa intMCs p38 0.039482 -0.02993
1L-2/4/6, GM-CSF intMCs STATI 0.044369 -0.0104
1L-2/4/6, GM-CSF pDCs S6 0.044369 -0.00693
1L-2/4/6, GM-CSF CD4'Tmemeells IxB 0.049736 -0.02753
PgLPS cMCs ERK 0.049736 0.010535
PgLPS cMCs NF-«B 0.049736 0.019028
PgLPS Nos NF-xB 0.049736 0.004326
PgLPS M-MDSCs ERK 0.049736 0.00597
TNFa B-cells CREB 0.049736 -0.00581
TNFa CD56"CD16'NK Cells pSTAT6 0.049736 -0.01541
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Tableau S4. Caractéristiques immunitaires d’intérét. Principales caractéristiques du
modele csEN distinguant les patients des individus contrbles au départ (p-value univarié
<0,05). Treize caractéristiques sont liées a la stimulation par le pgLPS, six a la stimulation
par I'lFNa et 15 a la stimulation par I'lL-2/4/6, GM-CSF. Les 17 caractéristiques de la matrice
de pénalisation basée sur la signalisation cellulaire sont indiquées en gras, les fleches
indiquant si la caractéristique est augmentée ou diminuée chez les patients atteints de ChP
par rapport aux individus controles.

Stimulation Cell Type Activated Protein(s)
PgLPS cMCs STAT6, CREB 1, STATS, NF-kB 1,
ERK 1
PgLPS Qrans NF-kB 1
PgLPS mDCs CREB 1, STATS
PgLPS M-MDSCs ERK 1, STAT6
PgLPS CD8+Tna1vecells STATI
PgLPS ncMCs STATS
PgLPS CD45RA " Tbet'CD4" Tcells IxB
TNFa NK Cells MAPKAPK?2 l
TNFa CD56'CD16 NK Cells CREB T , STAT6
TNFa CD56"°CD16" NK Cells MAPKAPK?2 |
TNFa B Cells CREB.I,
TNFa CD45RA Tbet"'CD4" (Thl) STAT6
Cells
IFNa intMCs p38
IFNa CD8 Thaivecells CREB, S6

IL-2/4/6, GM-CSF

CD56'CD16 NK Cells

STAT1}, MAPKAPK?2, ERK |

1L-2/4/6, GM-CSF B cells CREB

1L-2/4/6, GM-CSF CD56°CD16" NK Cells STAT14, STAT3 | . MAPKAPK?2
1L-2/4/6, GM-CSF intMCs STAT1}

1L-2/4/6, GM-CSF CD4" Temcells IxB

1L-2/4/6, GM-CSF NK cells STAT1].STAT3 |, MAPKAPK?2
1L-2/4/6, GM-CSF pDCs S6, MAPKAPK?2

IL-2/4/6, GM-CSF

CD45RA Tbet"CD4" Tcells

NF-«xB
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