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Résumé

Il est admis que la maladie de Crohn (MC) résulte de facteurs immunologiques,
environnementaux et génétiques. SIGIRR, un récepteur anti-inflammatoire, n’a jamais été étudié
dans le contexte de la MC, et de nombreuses découvertes a son sujet ont mené plusieurs a
s’intéresser quant a son utilité dans 1’atténuation de maladies inflammatoires. Récemment, 1’IL-
37 a été identifié comme ligand d’un complexe formé de SIGIRR-IL-18Ra. SIGIRR et I’IL-37
pourraient alors €tre des acteurs de la dérégulation de I’inflammation retrouvée chez la MC. Nous
les avons étudiés dans le contexte de la MC pédiatrique, afin d’y caractériser leurs effets. Nous
avons identifi¢ une diminution de I’expression de SIGIRR sur certains types de cellules
immunitaires. De plus, les personnes atteintes de la MC ont des concentrations de protéines
altérées, soit SIGIRR soluble, I’'IL-37, I’IL-18BP, et I’IL-18, et tendent a revenir a la normale
lorsque I’inflammation est contrélée par médication. De plus, la concentration de 1’IL-18 libre
suit le méme patron. Par analyse de régression linéaire de SIGIRR soluble et I’'[L-37, de I’'IL-
18BP et I’IL-18, ainsi que I’IL-37 et I’IL-18, des tendances divergentes ont été identifiées entre
les patients non traités aux controles et patients traités. Nos résultats suggeérent que le systéme IL-
37-SIGIRR est compromis chez les patients de la MC. Etant donné que ce systéme est un facteur
crucial dans la régulation négative de I’inflammation, il sera intéressant de déterminer si SIGIRR
et I’'IL-37 peuvent constituer des cibles thérapeutiques importantes dans [’atténuation et la

résolution de I’inflammation chez les patients atteints de la MC.

Mots clés : SIGIRR, SIGIRR soluble, Maladie de Crohn pédiatrique, interleukine-37,
interleukine-18, interleukine-18BP, IL-18Ra.












Abstract

It is recognized that the Crohn's disease (CD) is the result of immunological, genetic and
environmental factors. SIGIRR, an anti-inflammatory receptor, has never been studied in the
context of the CD, and many discoveries about it led many to focus on its usefulness in mitigating
inflammatory disease. Moreover, IL-37 has been recently identified as a ligand of SIGIRR-IL-
18Ra complex. Thus, we supposed that SIGIRR and IL-37 might be inflammatory actors
deregulated in CD. We have studied them in the context of pediatric CD, in order to characterize
their effects. We have identified a decrease in the expression of SIGIRR on certain types of
immune cells. In addition, our results showed that CD patients possess an altered protein
expression of soluble SIGIRR, IL-37, IL-18BP and IL-18 which tends to return to normal when
the inflammation is controlled by medication. In addition, the concentration of free IL-18 follows
the same pattern. By linear regression analysis of soluble SIGIRR and IL-37, IL-18BP and IL-18
and IL-37 and IL-18, diverging trends were found between patients non-treated and controls or
patients treated. Our results suggest that IL-37-SIGIRR system is compromised in patients with
CD. Since this system is a crucial factor in the negative regulation of inflammation, it will be
interesting to determine whether SIGIRR and IL-37 may be important therapeutic targets in the

attenuation and resolution of inflammation in patients with CD.
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Chapitre 1

1. Introduction

1.1. Avant-Propos

Les études présentées dans ce mémoire visaient a comprendre le role de Single
Immunoglobulin Interleukin-1 Receptor Related molecule (SIGIRR), précédemment connu sous
le nom de Toll/Interleukin-1 Receptor (TIR)-8, dans le développement de la maladie de Crohn
(MC), une forme sévere des maladies inflammatoires chroniques intestinales (MICI). Au moment
ou ces études ont commencées, SIGIRR était connu comme un récepteur orphelin appartenant a
la famille des récepteurs de 1’interleukine(IL)-1 (IL-1R). Il est connu que le récepteur exerce des
effets anti-inflammatoires, puisque des souris et des cellules déficientes en SIGIRR présentent
une hypersensibilité¢ au lipopolysaccharide (LPS). Plus récemment, il a été constaté qu’il agit
comme corécepteur de I’IL-37, une cytokine anti-inflammatoire appartenant a la famille des IL-1.
Elle est structurellement homologue a I’IL-18 et les deux cytokines partagent la chaine a du
récepteur IL-18 (IL-18Ra) comme ¢lément commun de leurs récepteurs respectifs. Les deux
cytokines se lient également a 1’'IL-18 Binding Protein (IL-18BP). Dans cette introduction, la
littérature actuelle en rapport avec la MC, SIGIRR, son ligand (I’IL-37) et des sujets connexes

seront présentés.

1.2. La maladie de Crohn

1.2.1. Les maladies inflammatoires chroniques intestinales

La MC tout comme la colite ulcéreuse (CU) font partie de la famille des MICI. Ces
affections constituent les deux formes majeures des désordres inflammatoires chroniques du
systéme digestif (Burisch et Munkholm 2013) lesquelles sont marquées par des épisodes
d’inactivités, dites de rémission, et de recrudescence des symptomes.

Toutefois, elles différent de par les régions atteintes et le comportement. En fait, la CU se
caractérise par des 1ésions en motif continu au niveau du rectum et d’une partie ou de la totalité
du colon, tandis que la MC présente principalement des 1ésions a 1'iléon et au célon, ou tout autre
région du tractus gastro-intestinal (GI) de facon discontinue, soit de la bouche a 1’anus.
Généralement, l'inflammation de la CU est généralement limitée a la muqueuse alors que, chez

les malades de Crohn, I’inflammation est souvent transmurale. De plus, la MC peut étre associée



a des granulomes, des sténoses intestinales, et des fistules ce qui est atypique de la CU (Figure

1.1) (Abraham et Cho 2009).

Uicarative Colitis

LY

loss of  crypt
haustra -:Ilssia-lrnn

Figure 1.1. Apparence de la muqueuse intestinale chez les personnes saines, atteintes de la
maladie de Crohn, et de la colite ulcéreuse. Vue transversale Schématisé du tractus GI (haut),
coupe histologique (milieu), vue endoscopique (bas). (Référence : Johns Hopkins Medicine
Gastroenterology & Hepatology. 2015)

Ces différences permettent le diagnostic de la MC et de la CU basé sur une suspicion
clinique ainsi que des tests radiologiques, endoscopiques, histologiques et des tests en laboratoire
(Geboes et al. 2008). Malgré cela, souvent ces deux maladies restent difficiles a distinguer
biochimiquement 1’une de 1’autre au point d’étre impossible, a 1’aide des outils de diagnostics
disponibles, de les discriminer. Dans cette situation, le terme MICI non classées est alors attribué
a ces patients de MICI, qui représente plus de 10% a 15% des cas de MICI diagnostiqués (Geboes
et al. 2008). Cette difficulté de classification entraine des délais dans les diagnostics ainsi qu’une
sous-estimation de la prévalence des MICI a travers le monde (Jan Irvine et al. 2001, Benchimol
et al. 2011). Bien qu'il soit largement admis que les MICI résultent d'une dérégulation de la
réponse immunitaire de la muqueuse et a des facteurs environnementaux chez les patients
susceptibles génétiquement, la cause précise des MICI, dont la MC, n’a pas encore été élucidée

(Corridoni et al. 2014).

1.2.2. Signes et Symptomes de la maladie de Crohn
Comme mentionnés ci-haut, les signes typiques de la MC alternent entre des périodes

d’activités et des périodes de rémissions. La MC compte de nombreux symptdmes : douleurs
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abdominales, ballonnements, fiévre, et signes cliniques d’obstruction intestinale ou de diarrhée
avec ou sans de trace sang. De plus, un retard de croissance chez les enfants est également
observé chez plus de 30% des cas pédiatriques. En fait, la plupart des enfants obtiennent leur
diagnostic suite a 1’observation de leur incapacité de maintenir une croissance normale (Beatties
et al. 2006). Chez les patients plus agés, une perte de poids peut étre observée, puisqu’ils perdent
leur appétit et éprouvent moins de malaise a jeun (Beatties et al. 20006).

Les premiers stades se caractérisent par une infiltration abondante de neutrophiles dans
les muqueuses induisant le recrutement de monocytes et de lymphocytes (Fournier et Parkos
2012). Par la suite, les 1ésions se manifestent typiquement par des abces cryptiques et des ulcéres.
La chronicit¢ de I’inflammation conduit a D’apparition de granulomes non caséeux. Cette
caractéristique histologique de la MC est présente dans moins de 50% des biopsies endoscopiques
et dans 70% des prélevements chirurgicaux, puisqu’ils sont davantage abondants au niveau de la
sous-muqueuse que la muqueuse. D’autres signes communs a la pathologie sont I’infiltration
abondante de lymphocytes et de monocytes dans la lamina propria et la formation de fissures de
la muqueuse qui deviennent éventuellement des fistules traversant la paroi intestinale.
Initialement petits et superficiels, les ulcéres formés convergent et entourent les zones non
affectées, donnant ainsi a la muqueuse intestinale I’aspect typique de pavé. La présentation de ses
symptomes entraine plusieurs complications possibles, dont des abces intra-abdominaux et
intrapariétal/périanal, des fistules liant une cavité de I’intestin & une autre ou a un autre organe
contigu (vessie, uretére, et le vagin) ou encore a la peau, et finalement des rétrécissements
(sténoses) causés par la fibrose intestinale qui mene a 1’élaboration ultérieure de dilatations pré-
sténotiques (Figure 1.2) (Di Sabatino et al. 2013). Il y a également un risque associé¢ de

développement de cancers du petit intestin et de 1’anus (Barral et al. 2015).



Pre-stenotic dilatation

Transmiural flibrosis

Figure 1.2. Schéma représentant les lésions et complications intestinales dans la maladie de
Crohn. La MC peut présenter de la fibrose transmurale (7Transmural fibrosis), de la fibrose
mésentérique (Mesenteric fibrosis), des dilatations pré-sténose (Pre-stenotic dilatation), de la
sténose intestinale (Stenotic lumen), des fistules (Fistula), des anses intestinales (Intestinal loop),
des adénomégalies (Adenomegalles), des ulceres (Ulcer), des granulomes (Granuloma), et des
abces (Abscess). (Référence : Di Sabatino et al. 2013).

Ces symptomes sont causés par une inflammation chronique qui est elle-méme
provoquée par une perméabilité anormale de 1’intestin, favorisant le passage d’antigénes et leur
reconnaissance par le systéme immunitaire. En fait, une inflammation récurrente et importante a
travers toute I’épaisseur de la paroi intestinale s’étendant jusqu’a la graisse du mésentere
(synonme, viscérale, abdominale) et aux ganglions lymphatiques est observée lors de la MC.
Cette inflammation chronique du tractus GI occasionne notamment des lésions a la paroi, et
induit les symptomes soulignés ci-haut (Cosnes et al. 2011). Outre I’inflammation chronique,
’altération de la diversité et/ou de la distribution du microbiome de I’intestin a été observée chez
les malades de Crohn ce qui corr¢le généralement avec I’inflammation (Baumgart et Sandborn
2012). Cependant, a I’heure actuelle, la communauté scientifique n’a toujours pas déterminé si ce
changement du microbiome provoque I’inflammation, ou est causée par celle-ci (Wright et al.
2015). D’autre part, aucune évidence claire n’a, pour 1’instant, ét¢ montré sur la relation entre la

sévérité des symptomes et le degré des 1ésions du tractus gastro-intestinal (Cosnes ef al. 2011).

1.2.3. Diagnostique de la maladie de Crohn
Par sa nature complexe, la MC ne peut étre diagnostiqué par un seul test, mais plutdt par
une combinaison des caractéristiques décrites précédemment, en plus d’un examen physique

consciencieux, de tests sanguins et de selles, et ’observation des changements aux niveaux
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endoscopiques, histologiques et radiologiques (Ferkolj et al. 2008). L’indice de I’activité de la
MC (CDAI) est un outil important dans 1’évaluation des patients et pour la détermination et la
modulation des thérapies. Un patient ayant un score plus bas que 150 est considéré en rémission,
alors qu’un score plus haut que 450 est considéré comme un malade de Crohn avancé et sévere
(Best et al. 1976). 11 existe également une échelle de points semblable pour les cas pédiatriques de
la MC, nommée indice d’activité de la MC chez I’enfant (PCDAI) (Tumer et al. 2010).

Il n’existe pas de test sanguin spécifique pour la MC, toutefois une gamme de tests
biochimiques peut étre utilisée pour détecter une inflammation, telle que le dépistage du
marqueur d’inflammation, la protéine C réactive. Cette molécule est un bon indicateur,
puisqu’elle est augmentée dans la MC chez plus de 95% des patients diagnostiqués et que sa
mesure possede une sensibilité et une spécificité prés de 100% (Baumgart et Sandborn 2012,
Morrison et al. 2009, Di Sabatino et al. 2013).

L’endoscopie, plus spécifiquement 1’il€éocolonoscopie, est une technique plus invasive,
quoique cruciale dans le diagnostic de la maladie. Elle permet la visualisation de 1ésions de la
mugqueuse, d’abces et de fistules dans le tractus gastro-entérologique. L’endoscopie combinée aux
biopsies est présentement le standard pour dépister la MC (Baumgarth et Sandborn 2012,
Morrison et al. 2009). Au niveau de 1’endoscopie, les profonds ulcéres qui alternent avec des
régions non affectées, donnant 1’apparence de pavé caractéristique de la MC, peuvent E&tre
observés. A un niveau macroscopique, le degré de I’inflammation est estimé sur la base de la
présence d’érythéme muqueux, de saignement, et la présence d’ulceres et/ou de pseudo-polypes
inflammatoires. Puis, au niveau microscopique on peut observer la présence de granulomes, un
nombre conservé de cellules caliciformes, 1’architecture conservée des cryptes ou une infiltration
anormale de lymphocytes T, de macrophages et de neutrophiles dans la lamina propria (Naser et
al. 2011). Ces caractéristiques constituent une aide précieuse dans la confirmation du diagnostic
de la MC. Ils existent également d’autres techniques de détection de la maladie : les ultrasons,
détectant des signes tels que 1’épaississement de la paroi de I’intestin et la perte de stratification
murale normale (Fraquelli et al. 2008); 1’entéroclyse, un examen radiologique permettant de
visualiser D’intestin gréle et pouvant détecter [’implication jéjuno-iléale (rétrécissement,
apparence de pavé et dilatation pré-sténotique de I’intestin) (Saibeni et al. 2007). Parmi les
techniques d’imagerie, la tomodensitométriec et la résonance magnétique permettent aux
spécialistes d’afficher une image en coupe transversale de l'intestin sans étre limitée a la couche
superficielle de la muqueuse de l'intestin, comme c’est le cas de l'endoscopie (Al-Hawary et

Zimmermann 2012).



1.2.4. Classification de la maladie de Crohn

Au fil du temps plusieurs classifications phénotypiques ont fait leur apparition; Rome en
1988, Vienne en 1998, et Montréal en 2005 (D'Amato et Rioux 2013). La plus récente et, par le
fait méme, la plus compléte s’intéresse a 1’age de I’apparition, a la localisation de la maladie et au
comportement de celle-ci (Tableau I) (Silverberg et al. 2005). Cette classification est surtout
utilisée dans les études, mais contient certaines ambiguités. Par exemple, aucun consensus
n’existe a propos d’une inflammation microscopique dans une muqueuse macroscopiquement
normale constitue ou non une manifestation de la maladie. De méme, lorsque I’iléon est atteint
avec la participation du caecum limitée, la classification ne permet pas de distinguer s’il s’agit
d’un cas appartenant a I’iléale (L1) ou a I’iléocolique (L3). Les modifications pédiatriques a la
classification de Montréal dans la classification de Paris essaient de surmonter ces ambivalences
(Levine et al. 2011) (Tableau I). Malgré ces classifications, 5-10% des patients de MICI n’ont
aucun diagnostique défini. Pour ces cas particuliers, le terme MICI non défini est utilisé (Laass et
al. 2014). Le but premier de la classification des patients est de fournir un nouvel apercu des

symptomes afin d’opter pour le meilleur traitement possibles pour chaque cas particulier.

Tableau I. Catégorisation de la maladie de Crohn selon la classification de Vienne,
Montréal et Paris.

Vienne Montréal Paris

Age du Al En dessous de 40 ans Al En dessous de 17 ans Ala En dessous de 10 ans
diagnostic A1D Entre 10 et 16 ans
(A) A2 Au-dessus de 40 ans A2 Entre 17 et 40 ans A2 Entre 17 et 40 ans
A3 Au-dessus de 40 ans A3 Au-dessus de 40 ans
Localisation L1 I¢ale L1 I¢ale L1 I¢ale
L) L2 Coloque L2 Coloque L2 Coloque
L3 Tléocolique L3 Néocolique L3 Tléocolique
L4 Supérieur L4 Maladies GI supérieures L4a Maladies GI supérieures proximale
isolées’ du ligament de Treitz'
L4b Maladies GI supérieures distale du
ligament de Treitz et proximal du
1/3 de I'iléon’
Comportement Bl Aucune sténose et B1 Aucune sténose et pénétration ~ B1 Aucune sténose et pénétration
B) pénétration B2 Sténose B2 Sténose
B2 Sténose B3 Pénétrante B3 Pénétrante’
B3 Pénétrante B2B3 Pénétrante et sténose, a des temps
différent ou en méme temps
Croissance p Modificateur de la maladie P Modificateur de la maladie périanale
(G) périanale’ GO Aucun retard de Croissance

G1 Retard de Croissance

1. L4 ou L4a/L4b est un modificateur qui peut étre ajouté a L1-L3 lorsque concomitant avec une maladie gastro-

[XIPEL]

intestinale supérieure. 2. ‘‘p”’ est ajouté a B1-B3 lorsque concomitant avec une maladie péri-anale



1.2.5. Traitement de la maladie de Crohn

A ce jour, il n’y a aucun traitement de la MC qui permette la guérison totale. L objectif
des traitements est de ralentir la progression de la maladie (rémission), et de traiter les symptomes
et les complications, notamment en favorisant la cicatrisation de la muqueuse (Baumgart et
Sandborn 2012, De Cruz et al. 2013, Di Sabatino ef al. 2013).

Pour ce faire, plusieurs ¢léments sont a considérer, puisque la progression de la maladie
différe d’un patient a un autre. Une surveillance attentive du phénotype de la maladie est alors
cruciale pour la maximisation des bénéfices du traitement (Cosnes et al. 2011, Baumgart et
Sandborn 2012, Vermeire et al. 2012). Ainsi, I’historique médical ou I’anamnése des patients
permet de prédire le pronostic et d’adapter le traitement. En fait, ’approche thérapeutique différe
selon la localisation, la présentation et la sévérité de la pathologie (Di Sabatino ef al. 2013). De
plus, la classification de Paris permet une meilleure catégorisation des patients ce qui se traduit
par un meilleur traitement des patients pédiatriques (Vermeire ef al. 2012).

Les thérapies biologiques sont de récentes avancées dans la gestion de la MC. Le choix
du type de thérapie utilisé dépend principalement de la nature et la sévérité des symptomes, des
maladies concomitantes et les facteurs personnels (Baumgart et Sandborn 2012, Lahad et Weiss
2015). Les premiers traitements consistent en la prise de médicaments ciblant des composantes
spécifiques des processus d’inflammation, notamment des drogues fixant le TNF (Tumor
Necrosis Factor) -a (Morrison et al. 2009, Lahad et Weiss 2015). Des études ont démontré une
augmentation de la concentration de TNF-0, une molécule activant une voie de signalisation
responsable de I’inflammation chronique de la maladie (Ruemmele et al. 2004), cependant il n’a
pas encore été déterminé si cette cytokine contribue ou résulte de la maladie. Ainsi, par
I’utilisation de bloqueurs de TNF-a, empéchant la molécule de se fixer a son récepteur, la
signalisation intracellulaire produisant des protéines pro-inflammatoires est inhibée. D’autres
études ont également montré la participation des molécules d’adhésion cellulaire (MAC), tels les
intégrines, lors de la recrudescence retrouvée chez la MC. En bloquant I’habileté des cellules de
communiqué entre-elles par les MAC, la migration des leucocytes diminue ce qui en retour
diminue la fréquence et la sévérité¢ de I’inflammation (Panes et al. 2007). L’administration de
monothérapie ou de combinaison de traitement aux stéroides et/ou aux agents anti-TNF-a est
également utilis€¢ pour contrler I’inflammation (Baumgart et Sandborn 2012, Lahad et Weiss
2015). Par ailleurs, les médicaments a action rapide, comme les stéroides, sont souvent combinés
avec des médicaments a action lente, tels que I’immunothérapie (Baumgart et Sandborn 2012,
Morrison et al. 2009). Lorsque la thérapie par prise de médicaments échoue et que les dommages

a la paroi de I’intestin sont trop importants, la résection chirurgicale doit étre considérée (Cosnes



et al. 2011). La majorité des patients de la MC, entre 70 et 80%, requiert une intervention
chirurgicale dans les 20 années qui suivent le diagnostic (Cosnes et al. 2011), et la majorité des
patients subissant une chirurgie risquent une récurrence de la maladie (De Cruz et al. 2013). La
proportion de patients ou les résultats de leur endoscopie sont normal 10 ans post-chirurgicale
représente moins de 5% (Cosnes et al. 2011). Le risque de réapparition dépend de 1’'usage de
tabac, 1’étendue des dommages causés a la paroi du tractus GI, et I’historique chirurgical du
patient (Baumgart et Sandborn 2012).

De nouveaux traitements sont en plein développement, la recherche enquéte sur
I’efficacité des anticorps ciblant soit les IL impliquées dans la cascade pro-inflammatoire
(Johnson and Johnson pharmaceutical research and development 2013, Anonyme 2013 A, B),
thérapie anti cellule T (Sandborn et al. 2010, Sandborn et al. 2012, Ciccocioppo et al. 2011),
thérapie anti-inflammatoire (Buruiana et al. 2010), hormone de croissance humaine (Denson et

al. 2010), I’acide linoléique conjugué (Bassaganya-Riera et al. 2012), la rifaximin (Lee 2012).

1.2.6. Maladie de Crohn en pédiatrie
1.2.6.1. Fréquence

La distribution selon 1’age de ’apparition de la maladie n’est pas uniforme dans la
population des gens atteints de la MC, elle est bimodale. Le premier pic de diagnostic survient
dans le début de la vingtaine suivi d’un second pic, entre 50 et 70 ans. Quant a eux, les cas
pédiatriques représentent environ 25% de tous les cas diagnostiqués (Benchimol ef al. 2011). Les
caractéristiques des patients et de la MC différent entre les cas adultes et pédiatriques. Par
exemple, les hommes sont plus souvent diagnostiqués a 1’enfance, alors que la majorité des cas
adultes sont des femmes. De plus, la MC est légérement plus fréquente chez les femmes avec un
ratio H:F égale a 1:1.2 (Loftus 2004). Cependant, il a été¢ démontré que 1’incidence de la MC chez
les hommes a augmenté et va éventuellement égaler celle des femmes. (Cosnes et al. 2011,
Benchimol et al. 2011). De plus, les cas pédiatriques de la MC posent des défis uniques a ce sous-
groupe, puisqu’il affecte les individus durant une période de développement (Bousvaros et al.

2006).

1.2.6.2.  Défis

Le retard de croissance est un des premiers défis rencontrés par les enfants souffrant
d’une MC. En 2012, une méta-analyse de plusieurs études a report¢ que la MC provoque une
diminution de la croissance chez 1’enfant (Abraham et al. 2012). Le taux de retard de croissance,
définit par une grandeur au-dessous du troisieme percentile, était enregistrée et variait entre 10%

et 56% au moment du diagnostic de la MC (Abraham et al. 2012). Ceci est principalement di par



la diminution de la capacité affaiblie du tractus GI a absorber les nutriments causée par
I’inflammation de la MC. La résultante est des enfants/adolescents incapables de combler leur
besoin calorique, donc une croissance diminuée (Bousvaros et al. 2006). Les risques d’une
déficience nutritionnelle sont nombreux, notamment 1’insuffisance en vitamine D cause une
déminéralisation des os (Kim et Ferry 2004). La défaillance de 1’absorption des nutriments n’est
pas le seul facteur responsable du retard de croissance, le déséquilibre immunologique retrouvé
chez les enfants atteints de la MC peut perturber la libération d’hormone de croissance (Kim et
Ferry 2004).

Les conditions de vie des cas pédiatriques sont gravement affectées dues a la nature
chronique de la maladie, soit le retour incessant des symptomes. La réduction de la qualité de vie
se manifeste a travers des conflits familiaux, des problémes de socialisation, d’observance
thérapeutique, d’absence répétée a 1’école ou aux activités parascolaires, sans oublier la
possibilité¢ de dépression et d’anxiété (Bousvaros et al. 2006). Les enfants et adolescents atteints
pas la MC sont significativement plus a risque de développer des désordres psychiatriques,

comparativement a la population en général (Kim et Ferry 2004).

1.2.7. Epidémiologie
1.2.7.1. Tendance temporelle

Au cours du dernier siecle, il y a eu une augmentation notable de I’incidence de la MC.
Une étude par Molodecky et ses collaborateurs démontre une augmentation chez 75% des
tendances régionales, et est statistiquement significatif a travers le temps. Cette méta-analyse
évalue cette augmentation entre 2.4% et 18.1% (Figure 1.3) (Molodecky et al. 2012). Toutefois,
cette tendance pourrait étre expliquée par une amélioration des techniques de diagnostic a travers
le temps (Lowe et al. 2009). Du c6té des cas pédiatriques, la prévalence a également augmenté
dans les 40 derniéres années (Kim et Ferry 2004). En 2011, une revue systématique au niveau
internationale des taux d’incidences des cas pédiatriques de la MC a démontré que 60% des
études interrogées ont reporté une augmentation tangible de 1’incidence de la maladie (Benchimol

etal 2011).
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Figure 1.3. Tendances temporelles des taux d’incidence pour les études ayant reportées un
minimum de 10 ans de données et avec au moins 3 points dans le temps pour la maladie de
Crohn. (Référence : Molodecky et al. 2012).
1.2.7.2. Tendance géographique

Toujours d’apres I’étude de Molodecky et ses collégues, ils ont déterminé la prévalence et
le taux d’incidence des MICI depuis 1980 par région. Une haute incidence est observée dans les
pays développés, soit en Amérique de Nord, en Europe et en Australie. Le contraire est également
observé en Afrique, en Asie et en Amérique du Sud (Figure 1.4). Ces données concordent avec
une revue littéraire précédente, conduit par Economou et Pappas en 2008 (Economou et Pappas
2008). Cependant, il est important de noter que la plupart des études épidémiologiques sont faite
en Europe du Nord, au Royaume-Uni et en Amérique du Nord (Ng ef al. 2013, Molodecky et al.
2012). Le manque de données collectées dans d’autres pays peut expliquer en partie la différence
entre les taux d’incidences. Les tendances géographiques observées dans les cas adultes de la MC

sont également présentent chez les cas pédiatriques de la MC, démontré par Benchimol et ses
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collaborateurs (Benchimol et al. 2011). Cependant, au cours des derniéres années, une stagnation
est observée dans des pays développés et une augmentation dans des pays en voie de
développement autant chez les adultes que chez les enfants (Hou et al 2009). Au Canada, il
existe un gradient Ouest-Est; le taux d’incidence est plus bas en Colombie-Britannique, et plus
élevé au Québec et en Nouvelle-Ecosse (Lowe ef al. 2009). La cause du gradient est inconnue,
mais peut étre expliqué par les différences entre les régions rurale et urbaines, étant plus élevé
dans les régions urbaines (Ananthakrishnan 2015), et par une distribution de I’immigration

asymétrique (Lowe ef al. 2009, Molodecky ef al. 2012).
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Figure 1.4. Taux d’incidence et/ou de prévalence mondiale de la maladie de Crohn pour les
pays ayant fournies des données. Les valeurs d’incidences et de prévalences ont été classées en

quintiles représentant de faibles (bleu foncé et bleu clair) a intermédiaire (green) a occurrences
¢levées (jaune et rouge) (Référence : Molodecky et al. 2012).
1.2.8. KEtiopathogenése de la Maladie de Crohn: Facteurs de risques

L’¢tiologie de la MC est inconnue, mais elle serait le résultat d’une combinaison de

facteurs génétiques, environnementaux et immunologiques.

1.2.8.1. Facteurs Génétiques
La susceptibilité¢ génétique est supportée par les données épidémiologiques, incluant les
prévalences familiales et chez les jumeaux, et les différences ethniques. Plus particulierement, des

¢tudes sur des jumeaux monozygotes ont montré que la concordance des taux de la MC est autour
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de 20 a 50%, tandis que chez les jumeaux dizygotiques €levés dans le méme environnement est
moins de 10% (Halme et al. 2006).

Plus récemment, les derniéres avancées dans la compréhension génétique de cette
maladie proviennent d’études d’association pangénomique (GWAS). Une méta-analyse récente
de six GWAS sur la MC a identifié jusqu’a ce jour plus de 71 loci affectés dans cette maladie
(Franke et al. 2010). Parmi ceux-ci, NOD (nucleotide-binding-oligomerization domain) -2, qui
est localisé sur le chromosome 16 dans le locus IBD1 (Inflammatory Bowel Disease protein 1), a
¢été largement le plus étudi¢ (Ogura et al. 2001, Strober ef al. 2008). NOD2, également appelé
CARDI1S caspase activation recruitment domain family-15, est une protéine intracellulaire
exprimée par les macrophages, les neutrophiles, les cellules dendritiques (DC) et les cellules de
Paneth dans la lamina propria. Elle joue aussi un role clé dans I’'immunité innée intestinale.
CARD15 reconnait le muramyldipeptide, un composé retrouvé chez les bactéries Gram positifs et
Gram négatifs, déclenchant la production de cytokines pro-inflammatoires et, conséquemment,
déterminant s’il y a ou non inflammation intestinale. Les malades de Crohn ayant une mutation de
NOD?2 sont associées a une apparition plus précoce de la maladie localisée a 1’iléon, ainsi qu’a la
présence de sténose plus étendues et de fistules entéro-entériques.

L’altération du traitement intracellulaire des bactéries dans la pathogenése de la MC est
davantage confirmée par 1’association spécifique des génes de I’autophagie, dont I’ATG16L1
(Autophagy-related protein 16-like 1), et 'IRGM, (Immunity-related GTPase family M protein)
(Noomen et al. 2009). Outre I’autophagie, I’apoptose est I’'un des processus affectés dans la MC,
tel que démontré par la corrélation de polymorphismes des génes pro-apoptotiques et anti-
apoptotiques (Fiocchi 2009).

De plus, la MC partage plusieurs locus avec la CU, incluant : le géne codant pour le
transporteur de cations 1’IBD5 (Inflammatory Bowel Disease 5) localisé sur le chromosome 5;
I’OCTN (Organic Cation/Carnitine Transporter)-1 et -2; le géne codant pour le complexe majeur
d’histocompatibilit¢ IBD3 (Inflammatory Bowel Disease 3) localisés sur le chromosome 6; le
variant de DLGS5 (Disk Large Homolog 5) codant pour la protéine d’échafaudage impliqué dans
le maintien de I’intégrité¢ de 1’épithélium; le récepteur de 1’IL-23 (IL-23R) activant 1’axe des
cellules Th17; ainsi que le TLR4 impliqué dans la signalisation du LPS et, associ¢ a la MC et a la
CU (Kaser et al. 2010, Catana et al. 2015). La présence de ces loci chez la MC et la CU
suggerent des mécanismes pathogéniques additionnels expliquant 1’inflammation retrouvée dans
I’intestin. Au total, plus de 160 loci sont associés au MICI et 140 loci sont associés avec la MC

(Ananthakrishnan 2013, Jostins et al. 2012). Cependant, la présence de loci particuliers
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expliquent moins du tiers des cas de MC, supportant 1’idée d’une interaction entre les génes et

I’environnement.

1.2.8.2. Facteurs environnementaux

Plusieurs facteurs environnementaux ont été identifiés, mais d’autres demeurent ambigus,
par exemple la diéte. A ce jour, il n’y a toujours pas d’évidence sur le role possible de la diéte
dans la pathogenése de la MC. Cependant, une hypothése suggere que 1’absorption excessive de
sucre raffiné ou bien de gras polyinsaturés puisse augmenter le risque de MICI, particuliérement
pour la MC (Lee et al. 2015) et qu’une dicte incluant des fibres serait protectrice contre le
développement de MICI (Liu et al. 2015). Par ailleurs, le tabagisme aggrave la progression de la
MC, ainsi elle favorise 1’apparition de fistules et de sténose, il y a également augmentation de la
fréquence des recrudescences de la maladie et des rechutes post-chirurgicales. Récemment,
I’exposition a la fumée secondaire a aussi ét¢ identifiée comme étant un facteur de risque au
développement de la MC (van der Heire et al. 2009).

Parmi les facteurs environnementaux, les microorganismes sont généralement ciblés
pour la MC. Di a sa ressemblance avec la maladie de Johne, une entérite chronique causée par
une infection communément appelé paratuberculose, la MC a été associée avec une infection a
Mycobacterium avium (Feller et al. 2007). Toutefois, des thérapies antituberculeuses ont été
démontrées inefficaces dans ces conditions (Selby et al. 2007). De plus, une étude utilisant des
souris maintenues en environnement stérile a démontré 1’absence de développement de la CU,
supportant I’hypothése d’une implication de la flore intestinale dans la pathogenese des MICIL.
Les recherches se sont concentrées sur Bacteroides et Escherichia coli dus a leur aptitude de
produire des molécules d’adhésion capable de promouvoir la colonisation de 1’épithélium
intestinale, en plus de sécréter des cytotoxines responsables de la perturbation de 1’épithélium et
de la réponse immunitaire. Il y a peu de preuve suggérant qu’une infection virale et aucune, que
la vaccination contenant des virus atténués de rougeole, oreillons, et de rubéole cause des MICI
(Di Sabatino et al. 2013).

Certains éléments appuient 1’association entre la prise de drogues anti-inflammatoires non
stéroidiennes et la recrudescence des symptomes des MICI (Singh et al. 2009). De plus, une
récente méta-analyse a procuré des indices sur une association entre 1’utilisation d’agents
contraceptifs oraux et le développement de MICI, particuliérement dans la MC (Cornish et al.
2008).

Le stress psychologique et la dépression ont un réle possible, quoique trés controversé

encore, concernant les poussées de douleurs chez les malades de Crohn se trouvant a un stade
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quiescent de la maladie. Toutefois, des études récentes montrent une interaction étroite entre les
systémes nerveux et immunitaires (Collins et Bercik 2009).

D’autre part, une opération chirurgicale, telle 1’appendicectomie, est susceptible d’avoir
un effet négatif. Cette opération est associée avec un risque plus élevé de développer des sténoses
intestinales chez les patients atteints de la MC (Lakatos 2009). 1l existe d’autres risques possibles
pour la MC, tel sont I’utilisation d’antibiotiques et le statut socioéconomique. Tandis que
I’allaitement et I’exposition a la lumicre, soit ’augmentation de la production de la vitamine D,
sont considérés comme ayant un effet protecteur (Frolkis ef al. 2013, Ananthakrishnan 2013, Ng
et al. 2013, Green et al. 2006). Toutefois, les données entourant ces facteurs sont toujours

inconsistantes, et leur association avec la MC est encore controversée.

1.2.8.3. Facteurs Immunologiques

Il est communément accepté que la MC soit le résultat d’une réponse inappropriée de
I’immunité de la muqueuse intestinale face a la flore microbienne. Cependant, le mécanisme
exact de I’apparition de la maladie reste toujours incompris. A ce jour, la communauté
scientifique propose que la présence de facteurs multiples est responsable de 1’activation de la
cascade d’inflammation ce qui mene ultimement a des 1ésions intestinales. Plus spécifiquement,
un épithélium ayant un défaut dans sa perméabilité est susceptible de permettre le passage
paracellulaire de bactéries antigéniques. Ces pathogenes, lorsque présents dans la lamina propria,
sont présentés de fagon aberrante aux macrophages et aux cellules T qui, activés, participent a
stimuler la cascade de I’inflammation. Qui plus est, les bactéries peuvent déclencher une
inflammation méme si elles ne passent pas a travers la barriére intestinale; elles peuvent étre
capturées par les DC, allongeant leurs pseudopodes a travers les espaces intercellulaires, ou étre
capturées via les récepteurs de type Toll (TLR) exprimé a la surface des cellules épithéliales
(Rescigno et Di Sabatino 2009).

Parmi les facteurs immunologiques, le débalancement entre 1’expression des génes pro-
apoptotiques et anti-apoptotique cause une défectuosité de I’apoptose des lymphocytes de la
lamina propria provoquant une augmentation de la survie des cellules T. Conséquemment, ces
cellules, responsables de la relache de grandes quantités de cytokines pro-inflammatoires,
perpétuent les dommages a la muqueuse intestinale. Dans la MC, les DC et les macrophages
activés polarisent les lymphocytes T naifs en lymphocyte T auxiliaire (Th) de type 1 ou 17 par
I’action de I’IL-12 ou IL-23, respectivement. D’un c6té, IL-12 stimule les cellules Th1 a produire
de large quantités de TNF-o, d’interféron (IFN)-y, et d’IL-2 tous sous le contréle du facteur de
transcription 7-bet (Macdonald et Monteleone 2005, Catana et al. 2015). D’un autre coté, I’'TL-23
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maintient la prolifération de la population Th17 et la production de I’IL-17 sous le contréle du
récepteur de 1’acide rétinoique (RAR) -related orphan receptor C (RORC) (Abraham et Cho
2009). Pendant que les cytokines de type Thl agissent sur les populations locales et promeuvent
la phagocytose, s’accroit par la suite le recrutement d’autres types cellulaires inflammatoires, et
une augmentation de la destruction des tissues. Pour ce qui est de I’IL-17, elle promeut le
recrutement des neutrophiles aux régions inflammées de 1’intestin par 1’induction de la sécrétion
de I’IL-8 des cellules épithéliales (Laan et al. 2001) (Figure 1.5).

La progression de I’inflammation dans la MC est un sujet bien compris, cependant les
connaissances concernant I’apparition des sténoses demeurent limitées. Selon la littérature,
I’inflammation intestinale transmurale et la réparation de blessure déclenchent une dérégulation
du remodelage de la matrice extracellulaire (MEC) qui ultimement causent la fibrose des parois
de Dintestin. Le renouvellement normal de la MEC est régulé par un balancement des
métalloprotéinases matricielles (MMP) et des Tissue Inhibitors of Metalloproteinases (TIMP).
Les MMP dégradent plusieurs protéines extracellulaires, comme le collagéne, laminine, et la
fibronectine, et leurs activités accrues dans la MC peuvent amener vers une MEC altéré, soit
I’apparition d’ulcére et de fistule. Les TIMP quant a eux inhibent I’activité des MMP et peuvent
mener a |’apparition de fibrose et de sténose.

Il n’y a aucun doute que plusieurs types cellulaires, plutdét qu’un seul type, soient
responsables de 1’apparition de la fibrogenése intestinale. Parmi les différentes cytokines
impliquées dans la fibrogenése, la plus étudiée est le facteur de croissance transformant (TGF)-f.
Cette cytokine ainsi que ces récepteurs sont surexprimés au niveau des sténoses. Le TGF-f, mis a
part une augmentation de la production de la MEC, provoque un changement phénotypique, soit
une transition épithélio-mésenchymateuse (TEM). Un mécanisme par lequel le phénotype
épithélial, caractérisé par des jonctions cellules-cellules fortes et une polarité, est remplacé par un
phénotype mésenchymateux, soit caractérisé par une interaction intercellulaire atténuée et une

morphologie fibroblastique (Rieder et Fiocchi 2009, Di Sabatino et al. 2009).
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Figure 1.5: Représentation schématique de I’'immunopathogenése retrouvée chez la
maladie de Crohn. Transmigration paracellulaire des pathogeénes/antigénes (1). Les bactéries
peuvent déclencher I’inflammation soit par les TLR (14) ou bien par les DC (10). Les DC
polarisent les lymphocytes T en Th17 via IL-23 (11). Les Thl, activé par les macrophages eux-
mémes activé de fagon aberrante, produisent de grande quantité de cytokines pro-inflammatoires
(2). Parmi ceux-ci, I’'I[FN-y promeut la production de I’IL-12 par les macrophages. L’IL-12 va
soutenir 1’activation des cellules T (4). L’altération de 1’apoptose des cellules T observée dans la
lamina propria cause alors 1’augmentation de leur survie (3). L’IL-17, produit par les Thl7,
promeut le recrutement des neutrophiles dans I’intestin inflammé (13). De plus, les cellules
épithéliales sécrétent I’IL-8, déclenché par I’IL-17 et les TLR activés (12) (14) qui va promouvoir
le recrutement des neutrophiles a la muqueuse inflammé. Par ailleurs, les macrophages sécrétent
TNF-a causant le recrutement des neutrophiles dans I’intestin inflammé, par le recrutement de
molécule d’adhésion des cellules endothéliales (9). Le TNF-a est responsable des dommages a
I’épithélium (5), a la formation de granulomes (8). Le TNF-a provoque un débalancement de la
sécrétion d’enzyme des fibroblastes, soit par la production de MMP, responsable de la
dégradation des tissus conjonctifs et I’apparition d’ulcére et de fistule (6), ou vers un excés de
TIMP créant des dépots de collagéne, menant vers la fibrose et des sténoses (7). (Référence : Di
Sabatino ef al. 2013).

1.3. Inflammation
Comme la MC est caractérisée par la présence d’une inflammation chronique, un bref

apercu de ce sujet est présenté dans cette section.
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L’inflammation est une réponse biologique aux dommages cellulaires et tissulaire, et aux
irritants (chimique, mécanique, thermique, stimuli radiatif). Ce phénoméne permet de contrer les
infections, ou autres stress cellulaires. Il est caractérisé par 4 signes : la chaleur, la douleur, la
rougeur et un gonflement. Ce processus, qu’est I’inflammation, est initié par les cellules formant
le systéme immunitaire inné et adaptatif, ainsi que les autres cellules immunocompétentes. Ces
cellules incluent les macrophages, les mastocytes, les granulocytes, les DC, les cellules Natural
Killer (NK), les cellules endothéliales, et les cellules épithéliales de la muqueuse (Jha et Ting
2015). Les cellules du systéme immunitaire inné surveillent I’espace extracellulaire aussi bien
que plusieurs compartiments subcellulaires et possédent de nombreux récepteurs de
reconnaissance de motifs moléculaires (PRR), afin de repérer les différents motifs moléculaires
associés aux pathogenes (PAMP) ou bien des motifs moléculaires associés aux dégats ou danger
(DAMP). Ces molécules exogenes et endogenes altérées peuvent activer le systeme immunitaire
lorsque trop abondantes ou localisées atypiquement (Kawai et Akira 2011, Kato et al. 2011,
Corridoni et al. 2014). Les PRR incluent les TLR, les récepteurs de type NOD (NLR), les
récepteurs de type RIG-I (Retinoid acid-inducible gene-I-Like Receptors, RLR), les récepteurs de
type C des lectines (C-type Lectin Receptor, CLR), et les récepteurs de type AIM2 (ALR)
(Matusiak et al. 2015). Parmi lesquels, les deux formes majeures de ce type de récepteurs sont les
TLR et NLR et, une fois activés, déclenchent une réaction inflammatoire. Par ailleurs, les cellules
du systtme immunitaire innées vont, par exemple, phagocyter et éliminer les particules
étrangeres, les débris ou les pathogénes. Simultanément, celles-ci relachent des cytokines, des
chimiokines et d’autres médiateurs, déclenchant chez les cellules environnantes des réponses
immunitaires nécessaires pour la protection de I’hote. Ces réponses se traduisent par 1’activation
des voies de signalisation de NF-kB (Nuclear Factor-kB), de MAPK (Mitogen-Activated Protein
Kinase), et ’IFN de type I (Jha et Ting 2015).

Pour ce qui est de la flore microbienne, les pathogeénes envahissant et causant des
dommages tissulaires doivent étre éliminés, alors que la flore commensale favorisant la survie de
I’hote doit étre tolérée (Buccigrossi et al. 2013). Dans ce cas, I’inflammation aigu€ permet de
protéger la flore ainsi que I’hdte contre les infections. Si I’inflammation devient chronique,
incontrolée et non résolue, il y a apparition de maladie. En effet, une inflammation dérégulée est
la cause centrale de plusieurs maladies, telle les maladies auto-immunes, les allergies, les cancers,
les maladies métaboliques et, bien entendu, les MICI. Ces dérégulations peuvent étre expliquées
par des failles dans les mécanismes d’atténuations de 1’inflammation. La modulation du systéme
immunitaire peut &tre regroupée en cinq stratégies. Le premier niveau agit au niveau de la

régulation transcriptionnelle, par exemple la réponse contre le LPS des TLR déclenche une
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reprogrammation de milliers d’ARNm incluant des génes pro-inflammatoires, mais également
des génes anti-inflammatoires. Une deuxiéme tactique se trouve dans la demi-vie des transcrits de
génes inflammatoires, les motifs ARE (adenylate-uridylate-rich elements) dans les ARNm non
traduits déclenchent une dégradation rapide des transcrits (Carpenter ef al. 2014). Une troisiéme
stratégie s’effectue via la régulation spatio-temporelle de 1’expression des génes inflammatoires.
Par exemple, certains TLR localisés ou il y a une forte exposition aux micro-organismes, tel le
tractus GI, sont exprimés a des concentrations faibles. Par ailleurs, une tolérance face a une
exposition prolongée d’un ligand se traduit par une diminution de 1’expression de TLR. Ces deux
phénomeénes empéchent I’exposition continuelle de provoquer une inflammation non contrélée.
La quatrieme modulation englobe les leurres, des molécules dont les domaines nécessaires a la
transduction du signal sont absents. Ces leurres compétitionnent avec les vrais modulateurs ce qui
affaiblit 'inflammation. En effet, I'IL-18BP sécrétée neutralise I’activité pro-inflammatoire de
I’IL-18, empéchant celle-ci de se lier a IL-18R (Novick et al. 1999). Finalement, les dominants
négatifs représentent une classe de molécules modulant la transduction du signal des réponses
immunitaire innée et ce, en interférant physiquement avec les récepteurs immunitaires ou tout
autres molécules adaptatrices (Matusiak ef al. 2015). Par exemple, SIGIRR interfére avec les
récepteurs de la famille des TIR tel que nous le verrons plus en détail, en plus du lien avec

I’inflammasome.

1.4. Inflammasome

Un inflammasome est un complexe multimoléculaire qui entraine 1’activation de la
caspase-1. La caspase-1 activée, parmi d’autres substrats, clive et convertit plusieurs membres
des cytokines de la famille de I’IL-1 (par exemple, I'IL-1, I’IL-18, I’'IL-37, etc.) a leurs formes
matures. Puisque le complexe permet la maturation de I’IL-37, nouvellement identifi¢ comme

ligand de SIGIRR, nous nous intéresserons a ce sujet.

1.4.1. NLR

Les NLR sont un groupe conservé de PRR intracellulaires jouant un réle pivot dans
I’immunité inné. La famille des NLR inclut 22 protéines identifiées chez les humains et
approximativement 33 génes de NLR chez la souris (Chen ef al. 2009). La structure des NLR sont
caractérisés par : un domaine central NOD qui médit 1’auto-oligomérisation et par le fait méme
I’activation des signaux pro-inflammatoires; une région variable en N-terminale possédant un
domaine d’interaction protéine-protéine défini par le recrutement d’'un domaine CARD (Caspase
Activation and Recruitment Domain); et un domaine répété riche en leucine (LRR) en C-terminal

capable de détecter les PAMP et DAMP directement et/ou indirectement. Selon la variation
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retrouvée au domaine N-terminales, la famille des NLR peut étre classifié en 5 sous-groupes :
NLRA ; NLRB ; NLRC (incluant la molécule CARD) ; NLRP (contenant un domaine pyrine;
PYD); et NLRX. NLRX est une sous-famille additionnelle qui n’a pas d’homologie avec le
domaine-N-terminale des 4 autres sous-ensembles et posséde un seul membre, NLRX1, retrouvé
dans la mitochondrie (Corridoni et al. 2014).

Jusqu’a ce jour plusieurs NLR ont été identifiés comme composante des inflammasomes.
Celui-ci est un complexe oligomérique de protéines, lorsqu’assemblé, capable d’activer une
réponse pro-inflammatoire rapide et puissante par deux voies de signalisation, toutes deux
dépendant de ’activation de la caspase-1. La premicre par le traitement de cytokines pro-
inflammatoires, I’IL-18 et I’'IL-1B, et 1’autre par le déclenchement de la pyroptose, forme de mort
cellulaire. Le réle de la pyroptose est de d’éliminer toutes cellules affectés pouvant étre nocif
pour I’organisme. Ainsi, la pyroptose est caractérisée par le gonflement de la cellule, par la
libération d’éléments cytosoliques, suivi par l'inflammation (Jang et al. 2015). Les
inflammasomes, de facon générale, sont constituées d’une inflammasome sensor molecule
souvent un NLR, d’une protéine adaptatrice ASC (dpoprotic-associated Speck-like protein
containing a Caspase recruitment domain), et de la caspase 1 (Latz et al. 2014). Plusieurs

inflammasomes activent la caspase 1, mais le plus important demeure le NLRP3.

1.4.2. NLRP3

Le NLRP3 est un membre de la sous-famille des NLRP unique en son genre, puisqu’il
posséde un niveau basal d’expression insuffisant pour activer la formation de I’inflammasome
chez les cellules quiescentes (Bauernfeind et al. 2009, Franchi er al. 2009). L’inflammasome
provenant de 1’activation de NLRP3 est organisé de fagon plutdt simple; une molécule de NLRP3
(LRR-NOD-PYD), une molécule ASC, et la caspase-1 (Figure 1.6). Cet inflammasome reconnait
une variété de stimuli exogenes et endogeénes, tel que le muramyldipeptide (MDP), le LPS,
’acide ribonucléique (ARN) bactérien, I’ARN / I’acide désoxyribonucléique (ADN) virale, et des

cristaux d’acide urique (Corridoni et al. 2014).
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Figure 1.6. Structure et I’assemblage d’un inflammasome. Représentation de 1’assemblage
d’un inflammasome (NLRP3). La molécule NLRP3 est composé d’un domaine LRR, un domaine
NOD, et un domaine PYD, la molécule ASC est composé d’un domaine PYD et CARD, et la
caspase-1 est composé d’un domaine CARD et des sous-unités P20 et P10. (Référence : Ahmad
A et al 2015).

Le faible niveau basal de NLRP3 est expliqué par le mécanisme-méme d’activation de
I’inflammasome. Ce mécanisme déclenche une réaction inflammatoire forte par la relache de
cytokines pro-inflammatoires, I’'IL-1p et I’IL-18, et s’accomplit en deux étapes: un signal
d’amorgage suivi d’un signal d’activation. Le signal d’amorgage débute par la détection d’un
PAMP par un TLR. Cette reconnaissance induit, dans la cellule, un programme d’expression pro-
inflammatoire ou I’expression de protéines telles que la pro-IL-1p, la pro-IL-18, la pro-caspase-1,
et le NLRP3 augmentent. La deuxiéme étape, celle d’activation, est le mécanisme menant a
I’assemblage de I’inflammasome. Cette étape débute par la reconnaissance des ligands de
NLRP3. Cette interaction déclenche 1’assemblage avec la protéine adaptatrice ASC, par une
interaction PYD-PYD, en une protéine large consistant en grande partie de multimeres et de
dimeéres d’ASC (Latz et al. 2013). Par la suite, a 1’aide de son domaine CARD, ASC recrute et
amene des monomeres de pro-caspase-1 a proximité, ce qui initie I’auto-clivage de la pro-

caspase-1 et forme I’hétéro-tétramere actif de la caspase 1. Cette enzyme, maintenant active, va
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cliver certaines protéines, tel que la pro-IL-§ et la pro-IL-18. Le tout se termine par la relache de
I’IL-1P et I’IL-18 biologiquement actives, qui participent a promouvoir 1’inflammation (Aguilera

et al. 2014) (Figure 1.7).
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Figure 1.7. Mécanisme d’activation des inflammasomes. Le signal d’amorcage déclenche
I’augmentation de 1’expression des protéines pro-IL-18 et pro-IL-1p. Le signal d’activation induit
I’assemblage des inflammasomes et 1’activation de la caspase-1. Il y a par sécrétion des cytokines
matures, IL-18 e IL-1PB, clivé par la caspase-1. PMA : Phorbol I2-myristate 13-acetate.

(Référence : Invivogen 2012)
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De plus, les études sur de souris déficientes en NLRP3 et en caspase-1 montrent des
signes séveéres d’inflammation chronique, ces défauts permettent aux bactéries d’envahir la
lamina propria et la muqueuse intestinale. NLRP3 posséde un effet bénéfique dans I’homéostasie
et en cas d’une dérégulation peut étre responsable d’une maladie inflammation chronique,
déclenchant une colite chez la souris ou des cancers associés a la colite (CAC) (Hirota et al. 2011,
Baeur et al. 2010, Dupaul-Chicoine et al. 2010, Allen et al. 2010). Pris ensemble, ces résultats
indiquent que NLRP3 joue un réle central dans la régulation de I’intégrité de la muqueuse
intestinale sous conditions homéostatiques et dans le contrdle de I’immunité innée. De plus,
I’absence de NLRP3 est associée a des défauts de production de certaines cytokines : I’IL-18 et

I’IL-1B. Ceci résulte en une augmentation de la perméabilité de 1’épithélium intestinal. Les
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effecteurs de NLRP3, I’IL-1B et I’IL-18, jouent un rdle double; une dérégulation au niveau de
leur expression peut amener une protection bénéfique pour 1’hdte, soit causer une inflammation
dommageable dépendamment de la phase de la maladie (Corridoni et al. 2014, Palomo et al.
2015).

Tel que mentionné plus haut, la dérégulation peut &tre causée par les mécanismes
d’atténuation de I’inflammation. Plusieurs régulateurs négatifs existent pour contrer les effets des
inflammasomes notamment des protéines contenant seulement un domaine PYD (Pyrin-Only
Protein, POP) ou CARD (CARD-Only Protein, COP) ce qui prévient respectivement la formation
des interactions PYD-PYD et CARD-CARD. Ainsi, ces molécules inhibent la formation des
inflammasomes (Matusiak et al. 2015, Le et Harton 2013). Certains NLR possedent des activités
autorégulatrices agissant comme point de controle de la réponse immunitaire (la signalisation
immunitaire, les infections et 1’inflammation lors de cancer), parmi lesquels nous comptons :
NLRX1, NLRP4, NLRP6, NLRP12, NLRC3, et NLRC5 (Jha et Ting 2015). L’IL-37, membre de
la famille de I’IL-1, est une nouvelle cytokine intéressante inhibant I’inflammasome et ¢galement

I’inflammation en générale (Bulau et al. 2014, Li et al. 2014).

1.5. Interleukine-37

L’IL-37 est un nouveau membre de la famille des IL-1 et partage, avec la sous-famille de
I’IL-18, beaucoup de similarités structurelles (Ahmad er al. 2015). Ils existent 5 variants
provenant d’un épissage alternatif, nommés 1L-37a a IL-37¢. L’isoforme le plus important et le
mieux caractérisé est I’IL-37b (Lee et Mazmanian 2010). Elle est principalement exprimée par les
cellules sanguines, dans le tractus respiratoire, le tractus GI, et les kératinocytes de la peau (Chen
et Fang 2004). Jusqu’a ce jour, aucun homologue n’a été identifié chez la souris. Les études de la
fonction de I’[L-37 humaine chez le modéle murin médié par 1’expression transgénique,
I’infection adénovirale, par l’insertion d’un plasmide ou par D’injection de la protéine
recombinante, ont toutes révélé des effets anti-inflammatoires bénéfiques. Qui plus est, plusieurs
¢tudes sur des maladies inflammatoires, telles que le psoriasis, 1’allergie des voies respiratoires, la
polyarthrite thumatoide, ont récemment révélées une expression altérée de I’IL-37 dans le sérum
des patients (Lunding et al. 2015, Nold et al. 2010, Teng et al. 2014, Sakai et al. 2012, Ye et al.
2015, Palomo et al. 2015).

L’IL-37b contient un pro-domaine ainsi qu’un tonneau 3, domaine typique retrouvé chez
les IL-1 (Li ef al. 2014). Comme I’IL-1p et I’IL-18, le pro-domaine de I’IL-37b doit étre clivé par
la caspase-1 pour le convertir en sa forme mature (Palomo et al. 2015). De plus, le domaine en C-

terminal posséde la capacité de se transloquer au noyau des cellules suivant la stimulation au LPS
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(Bulau ef al. 2014, Sharma et al. 2008, Ross et al. 2013). En effet, il a été proposé que cette
cytokine agisse via deux modes d’action, I’un intracellulaire et I’autre extracellulaire. Suivant sa
translocation au noyau, I’IL-37 peut interagir avec SMAD3 (Mothers Against Decapentaplegic
homolog 3) ce qui lui confére un role de modulateur transcriptionnel (Bulau et al. 2014, Nold et
al. 2010). Au niveau extracellulaire, une affinité faible envers I’IL-18Ra a été identifice,
cependant aucun effet n’a été observé quant a la production d’IFN-y induit par I’IL-18 (Kumar et
al. 2002). De plus, la liaison de I’IL-37 a I’'IL-18BP a aussi été observée et associée a un effet
inhibiteur de I’IL-37 sur ’activité de I’'IL-18, lorsque I’IL-18BP se trouve a des niveaux faibles
(Bufler et al. 2002). Récemment, un complexe, formé de 1’IL-37, I’'IL-18Ra et SIGIRR, a été
identifi¢ comme étant capable d’initier les effets anti-inflammatoires extracellulaires de 1’1L-37
(Nold-Petry et al. 2015). Comme nous 1’avons vu dans ce chapitre, SIGIRR et les TLRs
possédent un lien étroit avec la régulation des fonctions des inflammasomes. Les récepteurs de la

famille TIR seront abordés plus en détail dans la prochaine section.

1.6. Membre de la Famille des Récepteurs de type Toll/Interleukine-1

SIGIRR est un membre des récepteurs dotés d’un domaine TIR. Ces récepteurs sont
bri¢vement décrits ici. Les membres de la famille des IL-1R, ainsi que les TLR, appartiennent a
une superfamille de protéines phylogénétiquement conservées impliquées dans I’immunité innée
et I’inflammation (Dinarello 2009, Dinarello 2010, O’Neill 2008; Takeda et al. 2003; van de
Veerdonk et al. 2011). La caractéristique commune des membres de cette famille est un domaine
conservé dans la région cytoplasmique, appelé domaine TIR. Ce domaine TIR a recours a des
molécules de signalisation tel que MyD88 (myeloid differentiation factor 88), IRAK (IL-1R-
associated kinase) et TRAF6 (TNF receptor-associated factor 6) menant a la translocation de
NF-«xf vers le noyau et I’activation de protéines kinases, tel que p38, INK (c-Jun N-terminal
kinases), ERK (Extracellular signal-Regulated Kinases), et les MAPK, ainsi que 1’activation de
facteurs de transcription, tel que IRF3 (Interferon Regulatory Factor 3) (Barton et Medzhitov
2003).

1.6.1. Les TLR

Comme son acronyme 1’indique, la famille des récepteurs TIR est divisée en deux sous-
groupes de récepteurs : les TLR et les IL-1R. La premiere est caractérisée par un domaine
extracellulaire LRR. Jusqu’a ce jour 10 TLR chez I’homme, 13 chez la souris, ont été identifiés et
localisés soit a la surface cellulaire ou a I’intérieur des endosomes (Takeda et al. 2003, Pandey et
al. 2015, Akira 2006) (Tableau II). Tel que mentionné précédemment, ces récepteurs sont des

PRR et sont aptes a reconnaitre certains PAMP et DAMP, par exemple le LPS, la flagelline, et
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certaines formes d’ADN et d’ARN virales (Jiménez-Dalmaroni et al. 2015). L’activation de ces
PRR est déclenchée par la reconnaissance de leur ligand spécifique. Il s’ensuit une homo/hétéro-
dimérisation des TLR par le domaine intracellulaire TIR, et engendre 1’activation de voies de

signalisation pro-inflammatoires (Pandey et al. 2015).

Tableau II. Caractéristiques des différents TLR. (Référence : Jiménez-Dalmaroni et al. 2015).

Type of TLR Microbial ligands (PAMPs) Potential endogenous TLR
ligands (DAMPs)
TLR2 (in association Lipomannan HSP 60, HSP70, HSP 96,
with TLR1 or 6) (Mycobacterium), HMGB-1, gp96, Biglycan, SP-D,

Lipoteichoic Acids
(Gram-positive bacteria),
di-acylated and
try-acylated bacterial

lipopeptides
TLR4 LPS (Gram-negative Biglycan, HSP 60, HSP 70, HSP
bacteria) 96, fibrinogen, fibronectin,
hyaluronic acid, HMGB-1,
OxLDL(in association with
TLRG), beta amyloid (in
association with TLR6G)
TLR5 Flagellin Undetermined
(Gram-negative bacteria)
TLR3 dsRNA (virus) mRNA (necrotic cells)
TLR7 ssRNA(virus) ssRNA, imiquimod
TLRS ssRNA(virus) ssRNA, microRNAs
TLR9 CpG motif (bacteria, virus) Self-DNA

1.6.2. LesIL-1R

Le deuxiéme sous-groupe, les IL-1R, contient 3 domaines d’immunoglobulines (Ig)
extracellulaires, excepté pour SIGIRR qui n’en compte qu’un seul. Cette famille inclut 10
membres : IL-1R1, IL-1R2, IL-1RAcP (IL-1R Accesory Protein), IL-18Ra, IL-18Rf, ST2 (ou IL-
33R), IL-36R, SIGIRR, TIGIRR-2 (Three Ig domain-containing IL-1R related-2, ou IL-
IRAPL1), et TIGIRR-1 (IL-1RAPL2) (Palomo et al. 2015) (Tableau III). IL-1R2 est le seul
n’ayant pas de domaine TIR intracellulaire. Pour chacun de ces membres, une liaison a leur
ligand respectif déclenche leur hétérodimérisation avec leurs co-récepteurs (Palomo et al. 2015).
Par la suite, il y a, pour la majorité d’entre eux, une amplification de la cascade de résistance
innée et de I’inflammation contribuant également a 1’activation et 1’orientation de I’immunité

adaptative (Arend et al. 2008, Dinarello et al. 2010, Towne et al. 2004).
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Tableau III. Les récepteurs de la famille des IL-1R. (Référence : Boraschi et Tagliabue 2013)

Table 1
Receptors of the IL-1R family.
Name Synonym Gene (hu) Chr. (hu) Ligand Expression
IL-1R1 IL-1RI IL1R1 2q12 It initiates immune and inflammatory Expressed by all cells responsive to IL-1, predominant
CD121a responses upon binding the agonist ligands type of IL-1R on T cells, fibroblasts, epithelial and
IL-1ce and IL-1B; inhibited upon binding the endothelial cells. Human precursor protein is 569
antagonist ligand IL-1Ra; the co-receptor is amino acids long
IL-1R3. Binding of [L-38 has been reported
IL-1R2 IL-1RII ILIR2 2q12 It binds IL-1p and less efficiently [L-1c and Expressed by many cell types, abundant on B cells,
CD121b IL-1Ra; decoy receptor, unable to initiate mononuclear phagocytes, polymorphonuclear
signal transduction. Both membrane and leukocytes and bone marrow cells. Human precursor
soluble form have inhibitory activity protein is 569 amino acids long, soluble form 398 aa
IL-1R3 [L-1RACP IL1RAP 3 Co-receptor for IL-1R1 responsible for Ubiquitous; expressed by all cells responsive to IL-1.
signalling after binding agonist ligands IL-1x Human precursor protein is 570 amino acids long
or IL-1; forms inactive complexes with
IL-1R2 bound to IL-1; co-receptor for IL-1R4
activation by 1L-33 and for IL-1RE activation
by IL-36
IL-1R3b IL-1RACPb IL1IRAP 2g12 Co-receptor for IL-1R1, brain-specific isoform Brain, cerebellum, foetal brain, spinal cord. Human
of IL-1R3 generated by alternative splicing. It precursor protein is 687 amino acids long
mediates IL-1c and IL-1 p38 and Src
phosphorylation, does not (?) recruit MyD88
and IRAK-4
IL-1R4 T IL1RLT 2q12 It binds 1L-33 using IL-1R3 as co-receptor, Th2 cells, mast cells, fibroblasts. Long transmembrane
§T2,5T2L initiating Th2-related responses precursor protein is 556 amino acids long, soluble
DER4 form is 328 amino acids long
Fit-1
IL-1R5 [L-18Ra IL18R1 2g12 It binds IL-18 using IL-1R7 as co-receptor; also Mononuclear phagocytes, neutrophils, Thi cells, NK
IL-1Rrp1 binds IL-37b but without recruiting IL-1R7 cells, endothelial cells, smooth muscle cells. Human
IL-1Rrp precursor protein is 541 amino acids long
IL-1R6 IL-1Rrp2 ILIRL2 2q12 It binds 1L-36c, IL-36@ and IL-36+, using Lung, epididymis, lower levels in testis and cerebral
IL-1RL2 IL-1R3 as co-receptor and initiating cortex {(non-neuronal), skin, increased in psoriasis, at
inflammatory responses; binding of IL-36Ra lower levels in prostate, ovary. thyroid. uterus, liver,
inhibits signalling. Binding of IL-38 has been kidney, lung. and trachea. Human precursor protein is
reported 575 amino acids long
IL-1R7 IL-18RB IL18RAP 2q12 Co-receptor for IL-1R5 responsible for Mononuclear phagocytes, neutrophils, Thi cells, NK
AcPL signalling after binding of IL-18 cells, endothelial cells, smooth muscle cells. Human
precursor protein is 599 amino acids long
I-1RE TIR8 SIGIRR 11p15.5 Orphan receptor; negative regulator of Ubiquitous; abundantly expressed in mucosal
SIGIRR TLR4/IL-1R signalling: responsible for epithelial cells and DC. Human precursor protein is
anti-inflammatory homoeostatic signalling of 410 amino acids long
mucosae; involved in the anti-inflammatory
effects of IL-36Ra in brain and glial cells
IL-1R9 IL-1RAPL IL1RAPLY Xp22 Orphan receptor: mutations/deletions Mainly expressed in adult and foetal brain and
IL-1RAPL1 involved in X-linked mental retardation, primary neuronal and astroglial cells from several
TIGIRR-2 autism and schizophenia; it activates JNK but brain structures; found also in heart, ovary, skin;
IL-1R8 not NFkB. ERK and p38; inhibition of N-type weaker expression in tonsil, foetal liver, prostate,

voltage-gated calcium channel activity and
CaZ+-dependent exocytosis through NC5-1

testis, small intestine, placenta; no expression in
spleen, lymph node, thymus, bone marrow,
leukocytes, lung, liver, kidney and pancreas. Human
precursor protein is 696 amino acids long

L’activation de la signalisation des IL-1R et des TLR est étroitement régulée. En cas de
dérégulation, ces récepteurs provoquent une sécrétion de protéines pro-inflammatoires, qui peut
engendrer des dommages locaux et systémiques dus a une réaction inflammatoire incontrolée et
non résolue (Garlanda et al. 2013, Zhao et al. 2012, Jiménez-Dalmaroni et al. 2015). Les
mécanismes de régulation identifiée dans le systeme d’IL-1, incluant les ligands, les récepteurs, et
la voie de signalisation, jouent leurs roles tant au niveau extracellulaire qu’intracellulaire
(Mantovani ef al. 2004). Pour n’en nommer que quelques-uns, il y a les antagonistes du récepteur
de I'IL-1, IL-1Ra et IL-36Ra, qui sont des polypeptides en concurrence avec les ligands
endogénes pour la liaison au récepteur (Aksentijevich et al. 2009, Costelloe ef al. 2008, Dinarello
2009, Reddy et al. 2009, Towne et al. 2004). Ils existent aussi des micro-ARN ciblant les
protéines de signalisation ou les facteurs de transcription des TLR et des IL-1R, comme les

micro-ARN 155, 21, 146a, 132, 9, et 147. Leur transcription est induite par des médiateurs de
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I’inflammation passant par NF-kp (Bazzoni et al. 2009, Nahid ef al. 2011, Quinn et O’Neill
2011). SIGIRR, membre de la famille des TIR et régulateur des TLR et IL-1R, fait partie de ces
modulateurs négatifs (Garlanda et al. 2013). De nombreuses découvertes a son sujet au fil des
derniéres années a mené plusieurs scientifiques, tel que Garlanda, Riva, Mantovani et Anders, a
se poser des questions quant a son utilité dans la répression de 1’inflammation, d’ou I’intérét de se

concentrer plus particuliérement sur cette protéine.

1.7. Single Immunoglobulin Interleukin-1 Receptor Related molecule
1.7.1. SIGIRR : Découverte

Découvert par 1’équipe de Thomassen chez la souris et I’homme, TIR8, nommé ainsi
puisque qu’au moment de sa découverte elle était la 8° molécule clonée comportant un domaine
TIR, est décrit également comme étant IL-1R8 et mieux connu sous le nom de SIGIRR
(Thomassen et al. 1999). Celui-ci est un membre a part de cette famille puisqu’il comporte des
irrégularités dans sa structure le rendant incompatible avec la signalisation conventionnelle de

cette famille de récepteurs (Li et Qin 2005, Garlanda et al. 2009).

1.7.2. Structure moléculaire de SIGIRR

Le geéne chez I’homme est localisé sur la bande p15.5 du chromosome 11, présente 10
exons et contient environ 11700 paires de bases. Du coté murin, ce gene est localisé sur la bande
F4 du chromosome 7, et inclut 9 exons sur une longueur d’environ 4000 paires de base
(Thomassen et al. 1999). La protéine humaine est constituée de 410 acides aminés se définissant
en 4 parties distinctes. Un domaine extracellulaire comportant un seul domaine d’Ig, ce qui
différe des autres membres de la famille des IL-1R qui, eux, en ont 3. Cette protéine posséde
¢galement un domaine transmembranaire et un domaine intracellulaire TIR. L’extrémité C-
terminale se termine par une queue de 95 acides aminés, prolongée par rapport aux autres
membres de la superfamille des TIR et ce, par plus de 73 acides aminés (Thomassen et al. 1999).
11 est important de noter que deux résidus dans le domaine TIR, la sérine447 et la tyrosine536,
considérés comme étant nécessaire dans la transduction du signal des TIR sont remplacés ici par
une cystéine222 et une leucine305, respectivement chez SIGIRR. Par ailleurs, ce récepteur est
abondamment N-glycosylé et O-glycosylé. En fait, chez I’homme on détecte plus de 5 sites
potentiels de N-glycosylation et aussi 5 chez la souris, tous retrouvé dans la portion

extracellulaire de la protéine (Thomassen ef al. 1999, Lech et al. 2007).
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IL-1R3

NO SIGNALLING

Figure 1.8. SIGIRR (IL-1R8) inhibe I’activité biologique des IL-1R par intéraction avec son
domaine intracellulaire et extracellulaire directe, avec les récepteurs accessoires IL-1AcP
(IL-1R3) et IL-18RAP (IL-1R8). (Référence : Boraschi et Tagliabue 2013).
1.7.3. Tolérance microbienne

Le tractus intestinal est colonisé¢ par des trillions de microbes qui sont collectivement
référés a la microflore commensale. L’héte a développé un lien de mutualisme avec ces bactéries
commensales, ou chacun retire un bénéfice de ’autre (Hooper et Gordon 2001). Un aspect
important de cette relation est la tolérance microbienne programmée par le systéme immunitaire
de I’hote. Comme il a été décrit précédemment, un groupe de protéines membranaires et
intracellulaires, les TLR et NLR, ont la capacité de reconnaitre les PAMP des bactéries
pathogéniques résidantes de 1’intestin et d’activer, par la suite, une réponse inflammatoire (Zhao
et al. 2012, Jha et Pan-Yun Ting 2015). Une activation inappropriée de ces récepteurs est
impliquée dans la pathogenése des MICI (Clevers 2004, Corridoni et al. 2014). De plus, des
¢tudes ont démontré que les patients atteints par la CU et la MC détiennent un risque plus élevé
de développer un cancer du coOlon, indiquant une association entre l’inflammation et la
tumorigenése (Clevers 2004, Bitton et al. 2015). Cette inflammation chronique est la cause de la
transformation néoplasique de 1’épithélium intestinale (Balkwill et al. 2005). Ainsi donc, la
tolérance microbienne de I’épithélium intestinale n’est pas seulement cruciale pour le controle de
I’inflammation locale, mais également pour la prévention de la tumorigenése du colon.

Cependant peu est connu au sujet des mécanismes de tolérance microbienne, plusieurs
hypothéses ont été proposées pour expliquer le mécanisme derriére la reconnaissance sélective
des bactéries résidentes du systéme immunitaire de [’hote tout en conservant ces habilités contre

les invasions pathogéniques. Un modéle propose que 1’expression des TLR est régulée de facon
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spatiotemporelle, ce qui restreint leur exposition aux PAMP afin d’éviter une réponse endémique
de I’inflammation (Zhao et al. 2012). Cependant, certaines ambiguités autour de ce modéle
demeurent, 1’expression des TLR dans I’intestin n’est pas complétement inactif face a la flore
microbienne. En effet, la signalisation par les TLR fournit aux cellules épithéliales intestinales
(CEI) des signaux importants de survie et de réparation des tissus suivant des lésions (Rakoff-
Nahoum et al. 2004). Un second mécanisme connu pour expliquer la tolérance repose sur les

régulateurs négatifs de la signalisation des TLR et IL-1R, dont SIGIRR est un membre important.

1.7.4. Evolution Phylogénique

SIGIRR présente une séquence et un motif d’expression conservé a travers les vertébrés,
et ce du poulet a I’homme (Riva ef al. 2009). En particulier la séquence protéique de SIGIRR
humaine et murine ont 82% d’homologie. Peu est connue sur 1’évolution phylogénétique de
SIGIRR, mais la découverte de DIGIRR (Double Ig IL-1R Related molecule) chez des poissons-
téléostéens a aidé a développer une hypothése sur I’historique de 1’évolution de SIGIRR. En effet,
des études ont démontré de grandes homologies entre DIGIRR et SIGIRR. Cette protéine est
constituée par deux domaines d’Ig dans sa région extracellulaire, une région transmembranaire, et
un domaine TIR intracellulaire contenant deux substitutions (Arg419-Tyr420), responsable de la
perte de la signalisation. L’ARN messager (ARNm) de DIGIRR est exprimé dans plusieurs tissus
et retrouvé aussi chez les leucocytes, mais contrairement & SIGIRR est régulé a la hausse suivant
la stimulation au LPS, suggérant ’implication de mécanismes différents entre ces deux molécules
lors de I’inflammation. Cependant, plusieurs évidences démontrent une capacité d’agir comme
régulateur négatif de I’inflammation induite par le LPS et IL-1B. En effet, des ARN interférant
contre DIGIRR montrent une augmentation de la production de cytokine induite par I’IL-1f dans
le foie, les reins et les leucocytes. De plus, I’administration in vitro de DIGIRR chez le poisson-
zebre inhibe de fagon significative 1’activation de NF-«xf induite par le LPS et IL-1p (Gu et al.
2011). Les auteurs suggerent que DIGIRR et SIGIRR dériveraient d’un ancétre commun qui a
perdu un ou deux domaines d’Ig ainsi que 1’apparition de mutations dans leur domaine TIR.
DIGIRR représente une protéine transitoire entre un récepteur de la famille des IL-1R et SIGIRR,
démontrant un besoin évolutif de réguler I’inflammation, et ce par la transformation d’un

récepteur ayant une fonction activatrice, un IL-1R, en un régulateur négatif, SIGIRR.

1.7.5. L’expression de SIGIRR
SIGIRR est exprimé de fagon ubiquitaire dans plusieurs tissus, les reins, le tractus GI, le
foie, les poumons, et les organes lymphoides (Thomassen et al. 1999, Polentarutti et al. 2003).

On retrouve une plus grande concentration particuliérement dans les reins, ol son expression est
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¢levée a la bordure luminale et dans la membrane basolatérale des cellules tubulaires proximales
(Polentarutti et al. 2003, Lech et al. 2007). SIGIRR s’exprime en grande quantité dans
I’épithélium bronchique des poumons, les cellules endothéliales des parois des vaisseaux
sanguins (Veliz Rodriguez ef al. 2012), mais également sur les CEI et les cellules du systéme
immunitaire, telles que les cellules (NK), les lymphocytes B, les monocytes et les DC immatures
des organes lymphoides (Polentarutti et al. 2003, Garlanda et al. 2004, Lech et al. 2007, Xiao et
al. 2007).

1.7.6. Régulation de I’expression de SIGIRR
Plusieurs exemples de régulation de 1’expression de SIGIRR ont été déterminés jusqu’a
ce jour, mais les stimuli définissant ces inductions d’expression ainsi que les mécanismes les

gouvernants ne sont pas connus.

1.7.6.1. Régulation de la protéine SIGIRR

Kadota et ses collaborateurs ont identifié un facteur de transcription responsable de
I’activation de 1’expression de SIGIRR, et constitue I’explication la plus tangible concernant la
régulation de SIGIRR. Cette étude démontre que le promoteur proximal de SIGIRR présente un
site de liaison pour le facteur de transcription spl (specificity protein 1), une protéine a doigt de
zinc capable de se lier directement a I’ADN et d’activer la transcription du géne SIGIRR. En
présence de LPS, la liaison de spl au promoteur de SIGIRR diminue et, conséquemment,
I’expression de la protéine SIGIRR est inhibée chez les cellules épithéliales (Kadota et al. 2010,
Ueno-Shuto ef al. 2014). Ces données semblent expliquer le phénoméne précédemment observé
par d’autres études ou I’expression de SIGIRR humain et murin chez les CEIL les DC, les
monocytes, et les granulocytes est diminuée par la stimulation au LPS ou toutes autres conditions
inflammatoires comparées aux conditions physiologiques (Polentarutti et al. 2003, Wald et al.
2003, Huang et al. 2006).

D’autre part, des études récentes ont démontré que la voie TLR4-p38, activée par le LPS
chez les cellules du sang périphérique mononuclées (PBMC) et les neutrophiles, est responsable
de ’expression diminuée de SIGIRR (Ueno-Shuto et al. 2014). Par ailleurs, le méme phénomene
est observé dans le cas d’une infection bactérienne intestinale. Les CEI exposées a la flagelline
possédent une expression protéique de SIGIRR transitoirement diminuée. Inversement, une
surexpression stable de SIGIRR diminue I’expression de NF-kf (Khan et al. 2010). Chez des
patients atteints de bactériurie asymptomatiques, 1’expression de SIGIRR et de TLR4 est
significativement plus basse comparée aux contrdles appariés selon 1’age (Ragnarsdottir et al.

2007). Chez les lymphocytes T, la polarisation Th2 induit une expression plus élevée de SIGIRR
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comparativement a une polarisation Thl ou une condition de non-différenciation (Bulek et al

2009).

1.7.6.2. Régulation de ’ARNm de SIGIRR

L’ARNm de SIGIRR (Sigirr) a également été étudié lors de plusieurs conditions
inflammatoires. Nanthakumar et ses collaborateurs ont démontré que Sigirr est exprimé a des
niveaux bas dans les entérocytes de feetus humains et a des niveaux encore plus bas chez les CEI
atteintes d’entérocolite nécrosante. Le contraire est observable chez les génes pro-inflammatoires,
ils sont exprimés a des concentrations plus hautes, ce qui peut expliquer I’inflammation excessive
retrouvée dans I’intestin (Nanthakumar et al. 2011). Chez les gens atteints de psoriasis, les PBMC
expriment des niveaux plus bas de Sigirr et d’autres molécules anti-inflammatoires (Batliwalla et
al. 2005). Chez la souris, ’ARNm Sigirr diminue au niveau des cellules pulmonaires et des
neutrophiles aprés une infection a Pseudomonas aeruginosa (Veliz Rodriguez et al. 2012), ainsi
qu’au niveau des CEI suivant une infection a Toxoplasma gondii (Gopal et al. 2008). Cependant,
Adib-Conquy et ses collaborateurs ont reporté que les monocytes humains régulent a la hausse le
transcrit de SIGIRR au cours de septicémie et d’inflammation systémique stérile (Adib-Conquy et
al. 2006). Le microorganisme probiotique, lactobacillus jensenii, induit une hausse de
I’expression de Sigirr dans les plaques de Peyer porcines, et ce, chez les cellules présentatrices
d’antigenes (Villena et al. 2012). Des expériences in vitro et in vivo ont également démontré une
hausse de 1’expression de ’ARNm de Sigirr induit par le LPS chez les DC des plaques de Peyer
de modeles murins. Cependant, cette hausse n’est pas retrouvée chez les DC de la rate. Les
auteurs suggerent que les DC des plaques de Peyer utilisent cette protéine dans son arsenal pour

prévenir ’initiation de la signalisation des TLR (Davies et al. 2010).

1.7.7. Régulation de la signalisation des IL-1R et TLR par SIGIRR

SIGIRR est un régulateur négatif des voies signalisation des IL-1R et des TLR, cette
protéine emploie deux mécanismes. Premi¢rement, SIGIRR interfére avec I’hétérodimérisation
des domaines d’Ig intracellulaire des IL-1R. Deuxiémement, SIGIRR inhibe les TLR et les IL-1R
via son domaine TIR en empéchant le recrutement de molécules adaptatrices au complexe des
récepteurs (Riva et al. 2012, Qin et al. 2005). Ainsi, SIGIRR régule I’activation de NF-kf3
dépendant des membres de la famille des TIR. Cependant, elle n’affecte pas 1’activation de NF-
kP dépendant de TNF-a ou de 1’activation de STAT1 (Signal Transducers and Activators of
Transcription) par I'INF-y (Wald et al. 2003, Garlanda et al. 2004). En bref, cette activité
inhibitrice touche IL-1R1, IL-18R, T1/ST2, TLR1/2, TLR3, TLR4, TLR7 et TLR9 (Wald et al.
2003, Garlanda et al. 2004, Qin et al. 2005, Lech et al. 2007). Cependant, peu est connu sur les
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interactions moléculaires entre SIGIRR et les membres de sa super famille, et les données sont
parfois contradictoires. Ceci pourrait étre expliqué par 1I’expression spécifique de cette protéine,
ou toutes autres composantes d’un complexe inconnu, dans divers types cellulaires. Une autre
explication possible impliquerait des modifications post-transcriptionnelles, tel que la
glycosylation, ce qui modulerait la fonction biologique de SIGIRR (Garlanda ez al. 2004). Nous
allons voir plus en détail les mécanismes de SIGIRR concernant leur relation avec les IL-1R et les
TLR.

Qin et ses collegues ont proposé, par des études de mutagenése, que le domaine
extracellulaire d’Ig de SIGIRR interfére avec la dimérisation de I’IL-1R1 et d’IL-1RAcP, son
corécepteur. De plus, ils ont conclu que le domaine intracellulaire TIR de SIGIRR séquestre les
molécules adaptatrices contenant un domaine TIR responsable de la continuation du signalement
par MyD88, IRAK et TRAF6 apres stimulation a I’IL-1. Cette étude a démontré que seulement le
domaine TIR de SIGIRR, excluant la partie C-terminale, est nécessaire pour 1’inhibition de la
signalisation de TLR4 (Qin et al. 2005).

Gong et ses collaborateurs ont utilisé une approche computationnelle pour dévoiler le
mécanisme moléculaire derriére 1’interaction de SIGIRR-TLR4 et -TLR7. Ils ont construit un
modele en 3 dimensions pour les domaines TIR de TLR4, TLR7, MyD88, et SIGIRR (Gong ef al.
2010). Les auteurs ont déterminé, en accord avec la littérature, que 1’activation du récepteur
déclenche la formation d’un dimére TIR de TLR4/4 et TLR7/7. Par la suite, il y a recrutement du
dimére TIR MyD88/MyD88, ce qui résulte en un tétramére (Loiarro ef al. 2005, Nufiez Miguel et
al. 2007). Ce modé¢le révele SIGIRR fixé a TLR4 et TLR7 en occupant leurs sites d’auto-
interactions. Cette interaction provoque un changement de conformation ce qui perturbe
I’environnement électrique de la pochette ou MyD88 s’y loge normalement. De plus, SIGIRR
peut se lier a MyD88 et interrompre 1’homodimérisation de MyD88 (Gong et al. 2010) (Figure
1.9). Ces deux interactions de SIGIRR sont possibles grace a sa région BB-loop. Celle-ci est
hautement conservée a travers les différentes molécules contenant un domaine TIR et joue un role
crucial dans la formation des dimeres de TIR (Gay ef al. 2011). Par conséquent, I’interférence
exercée par la région BB-loop de SIGIRR empéche la dimérisation des composantes du complexe
protéique abolissant ainsi la transduction du signal. Conformément aux observations faites par
d’autres études, ’'unique queue en C-terminal de SIGIRR est distante de 1’activité inhibitrice de la
région BB-loop, confirmant qu’elle n’est point nécessaire a 1’activité inhibitrice de SIGIRR sur la

signalisation des TLRs (Qin et al. 2005).

31


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=N%C3%BA%C3%B1ez%20Miguel%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17726518

A
'ﬁﬁﬁaﬁ“f:iqﬁfﬁﬁ HHAAA AR AR AR A& AR ARARARARRAARRARRRRRRATRA
HyHHHE S HHBEHE S HH B S HEHEH R 8
b X i OTLR4* Comil

[ .. G-tai

SIGIRR L qB.} 3

TLE4

B

AR AR R RRRA A IRRAARAA: f’.f’;f’uf”’*ﬁfﬁ’gfE:‘i,"’."‘"".‘if“if’|,f’..‘¥

o8, SSRUERLEDSEE “RREh HE S SRS TEERSR RS SR SRRt ¢
! . ! S

#—. TLR7*
.

& TLRT

Figure 1.9. Modéles de SIGIRR inhibant la signalisation de MyD88 dépendant de TLR4 ou
TLR7. Région d’intéraction (BB-loop) en orange (A) Modéle de SIGIRR inhibant TLR4. (B)
Mode¢le de SIGIRR inhibant TLR7. (Référence : Gong et al. 2010).

I1 est a noter que SIGIRR module aussi la phosphorylation de JNK et la kinase mTOR
(mammalian Target of Rapamycin) induite par 1’IL-1 chez les lymphocytes Th17. Les deux
contribuant au contréle des Thl7, autant a leur différentiation qu’a leur prolifération et la
production de cytokine (Gulen et al. 2010). Dans le méme ordre d’idée, SIGIRR régule
I’activation de la voie Akt (serine/threonine-protein kinase) -mTOR par les IL-1R et les TLR
chez les CEL La voie de signalisation Akt-mTOR favorise la progression du cycle cellulaire
grace a son effet sur les régulateurs post-transcriptionnel clés du cycle cellulaire et 1’instabilité
génétique conséquente (Xiao et al. 2010, Zhao et al. 2012). Ces résultats laissent présager un role
important & SIGIRR agissant comme modulateur de maladies auto-immunes et de suppresseur de

tumeur.

1.7.8. Régulation d’autre systémes par SIGIRR
De plus, SIGIRR agit dans I’homéostasie et la tolérance de la flore microbienne (Xiao et
al. 2007, Sham et al. 2013). Ils existent des évidences claires du role de SIGIRR dans la
tumorigenese de cancer colorectale, de CAC chez les souris, et de carcinome de la prostate (Zhao

et al. 2015, Zhao et al. 2012, Bauman et al. 2015). SIGIRR possédent une influence sur plusieurs
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autres maladies inflammatoires, dont la polyarthrite rhumatoide, 1'arthrite psoriasique, le Iupus
érythémateux, et 1I’entérocolite nécrosante néonatale (Batliwalla e al. 2005, Drexler et al. 2010,
Russell er al. 2013, Wang et al. 2013, Sampath et al. 2015). SIGIRR est impliqué dans la
restriction de I’inflammation (Stahl er al. 2014) en limitant les réponses excessives lors de
dommages en condition stérile ou lors d’infections, par exemple au niveau des reins (Lech et al.
2009, Noris et al. 2009, Leemans et al. 2012) ou des poumons (Garlanda et al. 2007, Veliz
Rodriguez et al. 2012, Barry et al. 2013, Horne et al. 2012). Au niveau de ’intestin, SIGIRR

posséde un réle protecteur contre les maladies inflammatoires intestinales (Riva ef al. 2012).

1.7.9. Ligand de SIGIRR

La structure unique de SIGIRR fut qu’elle soit considérée longtemps comme un récepteur
orphelin. Néanmoins, des études ont démontré que SIGIRR était capable d’interagir avec I’IL-
36Ra exprimé par les cellules gliales. Cette implication, du moins partielle, de SIGIRR permet
une régulation de la réponse inflammatoire dans le cerveau chez ces cellules par la production de
I’IL-4 (Costelloe et al. 2008, Watson et al. 2010). Par ailleurs, 1’équipe de Nold-Petry a démontré
pour la premiére fois I’interaction entre SIGIRR et une autre molécule, I’IL-37, a la surface des
PBMC. Cette étude montre que I’IL-37 se lie a IL-18Ra en utilisant SIGIRR comme corécepteur
et formant ainsi un complexe a trois apte a activer un signal anti-inflammatoire intracellulaire.
Les molécules anti-inflammatoires Mer, PTEN, STAT3, et p62 sont alors activées, tandis que la
kinase TAKI et la transcription de NF-kB, des MAPK sont inhibés (Nold-Petry et al. 2015). Mon

projet s’intéresse particulicrement a cette interaction nouvellement identifiée.
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Chapitre 2

2. Hypothése et Objectifs

Dans le cadre de mon projet de recherche, 1’objectif primaire ¢tait de déterminer le role
de SIGIRR, afin d’y caractériser ces effets dans le contexte de la MC en pédiatrie. Nous avons
abordé la question en proposant que la modulation de 1’expression et/ou le fonctionnement de

SIGIRR et son ligand (IL-37) peuvent contribuer a la pathogenese de la MC.

Justification

Comme il a été décrit dans la section précédente, la MC est une inflammation chronique
au niveau du tractus GI. Nos connaissances au sujet de la MC ont grandement évolué, mais
1’étiologie exacte reste toujours inconnue a ce jour. Conséquemment, les traitements se sont
améliorés, mais il n’existe aucune cure de la MC. Afin de remédier a cette situation, il est
nécessaire d’investiguer toutes les pistes dans le but d’obtenir une meilleure compréhension de la
maladie, et d’aboutir a de nouveaux et meilleurs traitements. Dans le cours de ce projet, nous
nous sommes interrogés sur la place de SIGIRR, un régulateur négatif de I’inflammation, dans la
MC. De nombreuses études a son sujet ont eu lieu chez plusieurs maladies inflammatoires et
auto-immunitaires, mais jamais cette protéine n’a été explorée dans le contexte de la MC. En
effet, ces propriétés inhibitrices naturelles lui ont valu d’étre examinée chez plusieurs modeles
d’inflammation. Par exemple, chez des modeles murins de la colite induit par le sulfate de
dextrane sodique (Dextran Sulfate Sodium, DSS) SIGIRR prévient I’inflammation pathogénique
(Garlanda et al. 2004, Garlanda ef al. 2007, Xiao et al. 2007). La CU a obtenue beaucoup plus
d’attention scientifique, et toutes les études a son sujet démontrent un rdle protecteur de SIGIRR
(Kadota et al. 2010). L’importance de SIGIRR comme régulateur de 1’inflammation est
indéniable et comme il a été décrit précédemment, SIGIRR a I’'IL-37 comme ligand (Nold-Pety et
al. 2015). Lors de ce projet, nous allons étudier cette relation ainsi que les ¢léments ayant un lien

avec ce complexe, soit I’IL-18 et 1’antagoniste IL-18BP.

Objectifs
Pour ce faire, nous avons :
= Déterminé I'expression de SIGIRR chez différents types cellulaires du sang périphérique
chez des enfants atteints de la MC.
= Déterminé la concentration de SIGIRR dans le plasma de contréle et de patients atteints

par la MC ayant regu ou non de traitement.
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Déterminé la concentration de 1’IL-37, I’IL-18, et I’IL18BP dans le plasma de contréle et
de patients atteints par la MC ayant recu ou non de traitement.

Calculé la concentration de I’IL-18 libre dans la circulation sanguine des échantillons de
contréles, d’individus atteints de la MC sans et avec traitement.

Identifié une corrélation entre les diverses protéines détectées dans le plasma chez les 3

conditions (controle, malades de Crohn non traité, malades de Crohn trait¢).
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Chapitre 3

3. Matériels et Méthodes

3.1. Population étudiée

Tous les sujets recrutés pour ce projet étaient agé entre 6 et 18 ans et d’origine
caucasienne; les sujets présentant toute autre origine retrouvée chez les parents et grands-parents
ont été systématiquement exclus. Un total de 55 patients diagnostiqués de fagon définitive avec la
MC ont été recruté au CHU Ste-Justine. Trente-deux malades de Crohn sous traitement et 22
malades de Crohn nouvellement diagnostiqués ou sans traitement ont €té inclus dans la période de
mai 2013 a septembre 2015. Le diagnostic de la MC a été effectué sur des bases cliniques,
endoscopiques et histologiques caractéristiques de la pathologie. Les indications suivantes ont été
relevées a partir des dossiers médicaux : le sexe, 1’age du diagnostic, la durée du diagnostic, le
comportement de la maladie, 1’activité de la maladie, et le traitement actuel. L’activité de la MC a
¢té évaluée selon le PCDAI (Tableau I). De plus, 30 contrdles ont été recrutés chez des
personnes en santé subissant une colonoscopie pour un dépistage de cancer colorectal, une
surveillance de polypes, ou pour une suspicion de MC. Ces sujets étaient indemnes de symptomes
gastro-intestinaux et d'autres maladies inflammatoires. Seuls les sujets ayant une colonoscopie, a
la fois, macroscopique et microscopique normale ont ét¢ inclus. Aucun des sujets en bonne santé
dans 1’¢tude ne prenait des médicaments connus pour affecter le tractus GI ou le systéme
immunitaire. Cette étude a été effectuée aprés 1’autorisation écrite du consentement éclairé de

tous les cas présentés, et approuvée par le comité d’éthique du CHU Ste-Justine.

3.2. Collecte des échantillons

Une prise de sang a jeun a été effectuée sur tous les patients et les personnes saines.
Chaque échantillon de sang a été centrifugé a 150 x g pour 10 minutes a température de picce,
pour séparer le plasma et le sang furent séparés. Le plasma a été centrifugé une deuxiéme fois a

1000 x g pour 10 minutes, aliquoté et conservé a une température de -80°C, jusqu’a I’analyse.

3.3. Cytométrie en flux : marquages des cellules sanguines

L’expression de SIGIRR a ¢été déterminée sur des cellules sanguines par
immunofluorescence et cytométrie en flux. Les cellules sanguines ont été recueillies a partir des
prélévements sanguins. Une lyse des globules rouges par un «RBC Lysis Buffer» (eBioscience,

San Diego, CA, USA), suivi de lavages avec une solution de lavage constitué de PBS
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(Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline 1X (DPBS), Wisent Inc, Saint-Jean-Baptiste, Qc, Can)
contenant 2% de FBS (Fetal Bovine Serum, Wisent Inc, Saint-Jean-Baptiste, Qc, Can) a été faite.
Par la suite, une incubation avec le Human Fc Receptor Binding Inhibitor Purified (Fc Blocking,
eBioscience, San Diego, CA, USA) a été faite. Pour le marquage, les anticorps utilisés sont anti-
SIGIRR humain monoclonal conjugué a 1’Allophycocyanin (APC) (Clone #162201) (R&D
Systems, Minneapolis, MN, USA), anti-CD3 humain monoclonal conjugué a la phycoérythrine
(PE) (Clone UCHT1) (eBioscience, San Diego, CA, USA), anti-CD3 humain monoclonal
conjugué au PerCP (Peridinin-Chlorophyll-Protein) eFluor® 710 (Clone OKT3) (eBioscience,
San Diego, CA, USA), anti-CD4 humain monoclonal conjugué au Brillant Violet (Clone RPA-
T4) (Biolegend, San Diego, CA, USA), anti-CD8 humain monoclonal conjugué a la PE (Clone
OKT-8) (eBioscience, San Diego, CA, USA), anti-CD 14 humain monoclonal conjugué¢ au PerCP-
eFluor® 710 (Clone 61D3) (eBioscience, San Diego, CA, USA), anti-CD16 humain monoclonal
conjugué a la PE-Cyanine (Cy) 7 (Clone CB16) (eBioscience, San Diego, CA, USA), anti-CD19
humain monoclonal conjugué¢ a ’APC-Cy7 (Clone HIB19) (Biolegend, San Diego, CA, USA),
anti-CD20 humain monoclonal conjugué¢ a I’APC-Cy7 (Clone 2H7) (eBioscience, San Diego,
CA, USA), anti-CD66b humain monoclonal (Clone G10F5) (eBioscience, San Diego, CA, USA),
anti-CD56 humain monoclonal conjugué avec FITC (Fluorescein Isothiocyanate) (Clone MEM-
188) (eBioscience, San Diego, CA, USA), anti-Alexa Fluor® 700 lapin (Clone M1/70) (Life
Technology, Carlsbad, CA, USA). Pour tous les échantillons, des isotypes contréles ont été
utilisés. Les cellules ont ensuite été lavées avec la solution de lavage, puis fixées avec du
paraformaldehyde 2% (Paraformaldehyde 96%, Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).
L’expression de SIGIRR, et les différentes populations ont été évaluées par un cytométre en flux
(LSRFortessa, BD, Mississauga, On, Can), ou 10 000 événements ont été comptés pour chaque
condition et analysés a 1’aide du logiciel BD FACSDiva (Becton Dickinson, Mississauga, On,
Can). Les monocytes (CD14+,CD3-), les neutrophiles (CD16+, CD66b), les lymphocytes T CD4
(CD3+,CDA4+), les lymphocytes T CD8 (CD3-, CD8+), les lymphocytes B (CD19+,CD20+), les
cellules NK (CD3-, CD56+) ont été¢ identifiés a 1’aide d’une stratégie de sélection (gating

strategy), dont un exemple est expliqué a la Figure 3.1.
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Figure 3.1. Gating Strategy : exemple de sélection de types cellulaires. Nous avons sélectionné
la population de lymphocytes par le rapport de SSC (Side-scattered light) et FCS (Forward-
scattered light) (R1). Nous avons éliminé les doublets (R2), puis identifi¢ notre population de
lymphocyte T CD3 (PercP-eFluor 710) positif (R4), et de cellules NK CD56 (FITC) positif (R3).
Par la suite, nous avons sélectionné les sous-populations de lymphocytes T, soit les cellules T
CD4 (Brillant Violet) positifs (R5) et les cellules CDS8 (PE) positifs (R6).

3.4. ELISA

Les concentrations dans le plasma des différentes protéines, soit 1’'IL-37, I’IL-18, I’IL-
18BP et SIGIRR, ont été mesurées a I’aide de trousses commerciales de dosage
d’immunoadsorption par enzyme liée (enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA). Les
trousses ont été obtenus : pour 1’IL-18 humaine de eBioscience (San Diego, CA, USA), pour I’'IL-
37 humaine et de SIGIRR humaine de MyBioSource (San Diego, CA, USA), et pour I’IL-18BPa
humaine de R&D Systems (Minneapolis, MN, USA). Tous les dosages de ces protéines ont été
effectués en duplicata et en conformité avec le protocole du manufacturier. L’IL-18 libre (non liés
a I’IL-18BP) dans la circulation sanguine des donneurs a été déterminé par la stoechiométrie
connue du complexe (1 :1), par I'utilisation de la loi d’action de masse et de la constante de
dissociation (Kd = 400pM), comme décrit précédemment et dans cette section (lanello et al.
2010).

Si I’IL-18 lie I’'IL-18BP, alors un équilibre est formé :

IL18 +IL18BP « IL18IL18BP

Ou I’IL-18 et IL-18BP sont des formes libres; I’'IL18IL18BP est la forme liée des deux

protéines.

11 existe un ratio entre les espéces libres et liées.
Dans un ensemble donné de conditions, ce rapport est fixe :

_ [IL18libre] [IL18BPlibre]
h [IL18IL18BP]
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Pour la quantité totale de I’'IL-18 :
[[L18total] = [IL18libre] + [[L18IL18BP]
Equivalent a : [IL18libre] = [IL18total] - [IL18IL18BP]

Pour la quantité totale de I’'IL-18BP :
[IL18BPtotal] = [IL18BPlibre] + [IL18IL18BP]
Equivalent a : [IL18BPlibre] = [IL18BPtotal] - [IL18IL18BP]

Donc :

_ ([IL18tot] — [IL18IL18BP]) ([IL18BPtot] — [IL18IL18BP])
[IL18IL18BP]

Par transformations algébriques :

0 = [IL18IL18BP]? — ([IL18tot + [IL18BPtot] + Kd])[IL18IL18BP]
+ [/L18tot][IL18BPtot]

-b+Vb2-4ac

Selon la formule quadratique : si ax> + bx +¢ = 0, alors x = ~a

Par conséquent :

([IL18tot)+[IL18BPtot])++/[IL18tot+IL18BPtot+Kd]|2—4[IL18tot]|[IL18BP]

[IL18IL18BP] = .

Sachant que I’ELISA mesure les valeurs totales des protéines, nous pouvons déterminer
la concentration de 1’IL-18 libre a 1’aide de la formule suivante :

[IL18libre] = [IL18total] - [IL18IL18BP].

3.5. Analyses Statistiques

L’analyse statistique a été effectuée a 1’aide du logiciel GraphPad Prism 6.0 (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, USA) et I’attribution d’une courbe d’étalonnage avec le logiciel
Curve Expert 1.4 Basic (CurveExpert, Madison, Al, USA). Les données de cytométrie en flux ont
¢té analysé par le test de Student afin d’identifier une différence entre le groupe controles et les
groupes des patients. Les données provenant des ELISA et des ratios ont été assujetti a 1’analyse
de la variance (ANOVA) et suivi du test de Tukey afin d’évaluer les différences des moyennes
entre les groupes étudiés. L’association entre les différents niveaux de protéines a été analysée

par régression linéaire, afin de calculer les pentes et les corrélations entre les niveaux de protéines
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dans le plasma. Pour I’ensemble des tests effectués, la signifiance statistique a été attribué a une

valeur de P < 0,05.
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Chapitre 4

4. Résultats
4.1. L’expression de SIGIRR a la surface de cellules sanguines

Dans le but de déterminer s’il y a une altération de I’expression de la protéine de SIGIRR
chez les cellules sanguines des patients atteints de la MC, un marquage spécifique a ’aide
d’anticorps a été effectué afin de déterminer le niveau d’expression de SIGIRR sur les monocytes
(CD14+, CD3-), les lymphocytes T CD4 (CD3+, CD4+), les lymphocytes T CD8 (CD3+, CD8+),
les lymphocytes B (CD19+, CD20+), les cellules NK (CD56+, CD3-) et par la suite analysé par
cytométrie en flux. Tel qu’indiqué sur la figure 4.1, une diminution d’intensité du MFI (Mean
Fluorescence Intensity) constatée chez les patients atteints de la MC comparativement aux
contrdles, et ce, pour tous les lymphocytes B (P < 0,01) et les cellules NK (P < 0,05). Aucune
différence statistiquement significative n’a été détectée sur les monocytes, les neutrophiles et les
deux sous-populations de lymphocyte T. Toutes les populations étudiées ont été analysé par test
de Student, et tous les échantillons ont été préparés dans les mémes conditions et analysés par les
meémes parametres de ’instrument. Ces données suggerent que les cas pédiatriques atteints par la
MC ont une diminution du niveau d’expression de la protéine SIGIRR sur les lymphocytes B et

les cellules NK comparativement aux personnes saines.
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Figure 4.1. Comparaison de I’expression de SIGIRR a la surface de cellules sanguines entre
des patients de la maladie de Crohn et des personnes saines. Les anticorps spécifiques couplés
a un fluorochrome ont identifiés SIGIRR (anti-humain SIGIRR APC) a la surface de monocytes
(CD14+, CD3-), de neutrophiles (CD66b+, CD16+), de lymphocytes T CD4+ (CD3+, CD4+), de
lymphocytes T CD8+ (CD3+, CD8+), de lymphocytes B (CD19+, CD20+), et de cellules NK
(CD3-, CD56+). Le marquage a été analysé par LSRFortessa a 1’aide du logiciel FACSDiva (n =
4). Le MFI est représenté¢ sous forme de moyenne + I’écart-type (SEM), les patients sont
représentés par un quadrillé a gros carré et les controles a quadrillé a petit carré. Les données ont
été analysé par test t, P < 0.05 (*) et P < 0,01 (**), ou il y a signification statistique.

4.2. Concentration de SIGIRR soluble dans la circulation sanguine

Ayant observé une diminution de I’expression de la protéine SIGIRR a la surface de
plusieurs types de cellules sanguines (figure 4.1), nous voulions déterminer si cette perte est
¢galement présente et détectable dans le plasma. Il a été décrit que SIGIRR se produit également
sous forme soluble. Nous avons procédé a une ELISA afin de doser SIGIRR. Nous observons a la
figure 4.2 que la concentration moyenne de SIGIRR soluble chez les contrdles est de 198,2 +
41,48 pg/mL, la moyenne des patients non traités est deux fois plus concentrés, soit de 399.8 +
94,80 pg/mL, et les patients traités possédent une moyenne de 306,2 = 70,95 pg/mL. Sans étre
significatif, le test ANOVA et de Tukey nous permet de détecter une tendance (P = 0,08) entre les

moyennes des différents groupes. Ces données proposent que I’inflammation chez les patients de
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la MC, provoquant la diminution de la forme associé¢e a la membrane de SIGIRR observé chez les
cellules sanguines (Figure 4.1), soit retrouvé sous forme soluble. En outre, suivant un traitement,

le niveau d’expression de SIGIRR soluble tend a se rapprocher de la condition contrdle.
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Figure 4.2. Comparaison des niveaux d’expression de SIGIRR plasmatique entre les
controles, les patients atteints de la maladie de Crohn non-traités, et traités. Les échantillons
de plasma recueillis ont été utilisés afin de déterminer la concentration (pg/mL) de SIGIRR
soluble par I’utilisation de kit d’ELISA commerciale, et ce chez des contréles, des patients
atteints de la MC sans traitement et avec traitement. Les données sont exprimées sous forme de
moyenne + SEM, SIGIRR (n= 9-18 par groupe) Les données ont été analysé par ANOVA et le
test de Tukey, P < 0.05 (*) ou il y a signification statistique.

4.3. Concentration de I’I[LL-37 dans la circulation sanguine de patients de la
MC et de controles

Des études récentes ont montré que SIGIRR sert de co-récepteur a I'lL-37 (Nold-Petry et
al. 2015). Par conséquent, nous avons décidé de déterminer les niveaux de cette cytokine dans la
circulation de ces patients en utilisant une trousse commerciale d’ELISA. Les résultats des
concentrations de I’IL-37 plasmatique des 3 groupes sont présentés a la figure 4.3. Nous pouvons
observer une concentration moyenne des controles de 17,20 = 5,26 pg/mL, celle des patients non
traités 4 fois plus concentrés, soit de 69,86 + 37,49 pg/mL, et les patients traités montrent une
moyenne de 16,51 + 6,39 pg/mL. Par le test ’ANOVA et de Tukey, nous avons obtenu une

tendance entre les moyennes des différents groupes (P = 0,07). Ces données suggerent que les
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personnes atteintes de la MC ont une concentration d’IL-37 altéré, et cette concentration tend a
revenir a la normale lorsque 1’inflammation est contr6lée par médication. Cependant, une grande
variabilité existe dans le groupe de malades non traités et sculement 3 patients expliquent cette

conclusion.
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Figure 4.3. Comparaison des niveaux d’expression de I’ L-37 entre les controles, les patients
atteints de la maladie de Crohn non-traités, et traités. Les échantillons de plasma recueillis ont
¢été utilisés afin de déterminer la concentration (pg/mL) de IL-37 par I'utilisation de kit d’ELISA
commerciale, et ce chez des controles, des patients atteints de la MC sans traitement et avec
traitement. Les données sont exprimées sous forme de moyenne = SEM, IL-37 (n = 9-18 par
groupe). Les données ont été analysées par ANOVA et le test de Tukey, P < 0.05 (*) ouil y a
signification statistique.

4.4. Concentration de ’IL-18BP dans la circulation sanguine de patients de
la MC et de controles

Comme I’'IL-37 se lie a I'IL-18BP, ce qui augmente 1’activité anti-inflammatoire de ce
dernier, nous avons mesuré les concentrations de I’IL-18BP dans la circulation de ces donneurs.
Nous avons utilisé les mémes échantillons que précédemment et rajouté des contrdles et patients.
Nous avons utilisé un ELISA commercial. A la figure 4.4, nous observons une concentration
moyenne de I’IL-18BP chez les controles de 3231 + 218,3 pg/mL. Les patients non traités ont une
concentration plus élevée par rapport aux controles, soit de 3833 = 326 pg/mL, et les patients
traités montrent une concentration moyenne équivalente a celle retrouvée chez les controles, soit

de 3033 + 215,4 pg/mL. Selon le test ’ANOVA et de Tukey, une tendance a été identifi¢ entre

44



les 3 groupes (P = 0,08). Ces données suggerent que les personnes atteintes de la MC ont une
concentration de I’IL-18BP altérée, et tend a se normaliser lorsque 1’inflammation est diminuée
par la médicamentation. Toutefois, comme présenté a la figure 4.3, il y a eu une grande variabilité
au sein du groupe des patients non-traités; en effet, 4 des patients montrent des valeurs extrémes

de la concentration plasmatique de I’IL-18BP.
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Figure 4.4. Comparaison des niveaux d’expression de I’IL-18BP plasmatique entre les
controles, les patients atteints de la maladie de Crohn non-traités, et traités. Les échantillons
de plasma recueillis ont été utilisés afin de déterminer la concentration (pg/mL) de IL-18BP par
I’utilisation de kit d’ELISA commerciale, et ce chez des contrdles, des patients atteints de la MC
non-traités et traités. Les données sont exprimées sous forme de moyenne £ SEM, IL-18BP (n =
22-32 par groupe). Les données ont été analysé par ANOVA et le test de Tukey, P < 0.05 (*) ou il
y a signification statistique.

4.5. Concentration de I’IL-18 dans la circulation sanguine de patients de la
MC et de controles

L’IL-37 ressemble structurellement a I’IL-18, et se lie aussi a I’IL-18BP. En fait, I’'IL-
18BP a été découvert et nommé en raison de sa capacité a lier I’'IL-18. Considérant, que I’IL-
18BP module les effets anti-inflammatoires de 1’IL-37 et inactive I’IL-18, les concentrations
d’IL-18 dans la circulation sont importantes dans la détermination de la disponibilité de 1’IL-
18BP pour I’[L-37. Compte tenu de ces facteurs, nous avons décidé de mesurer les concentrations

de I’IL-18 dans la circulation sanguine des patients de la MC. Nous avons utilisé les mémes
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¢chantillons et comparé les 3 mémes groupes utilisés pour mesurer les concentrations de 1’IL-
18BP. Tel qu’indiqué dans la figure 4.5, la concentration moyenne de 1’IL-18 plasmatique chez
les contrdles est de 323,9 + 35,79 pg/mL, celle des patients non traités plus élevés, soit de 382,9 +
33,6 pg/mL, et les patients traités possede une moyenne inférieure a celle des contréles, soit de
262,1 + 36,8 pg/mL. Par le test ANOVA, une tendance a été détectée entre les moyennes des
différents groupes (P = 0,07). Ces données suggerent que les personnes atteintes de la MC ont
une concentration de I’'IL-18 altérée, et tendent a avoir un profil normal lorsque I’inflammation

est controlée par traitement.
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Figure 4.5. Comparaison des niveaux d’expression de I’'IL-18 plasmatique entre les
controles, les patients atteints de la maladie de Crohn non-traités, et traités. Les échantillons
de plasma recueillis ont été utilisés afin de déterminer la concentration (pg/mL) de IL-18 par
I’utilisation de kit d’ELISA commerciale, et ce chez des contrdles, des patients atteints de la MC
sans traitement et avec traitement. Les données sont exprimées sous forme de moyenne + SEM,
IL-18 (n=22-32 par groupe). Les données ont été analysé par ANOVA et le test de Tukey, P <
0.05 (*) ou il y a signification statistique.

4.6. Concentration de I’IL-18 Libre dans la circulation sanguine de patients
de la MC et de controles

L’IL-18 libre, étant la forme biologiquement active, est plus probable d’étre pertinente a
la pathologie de la MC. Compte tenu de ces facteurs, nous avons décidé de mesurer les

concentrations de I’IL-18 libre dans la circulation sanguine de chaque groupe étudié s’appuyant
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sur la base de la steechiométrie connue et par la loi d’action de masse en utilisant la constante de
dissociation du complexe entre I’IL18 et I’IL18BP, soit Kd = 400pM (lanello e al. 2010). Tel
qu’indiqué dans la figure 4.6, on observe que la concentration moyenne de I’'IL-18 libre
plasmatique chez les contrdles est de 241,4 + 29,19 pg/mL, celle des patients non traités est plus
¢levés, de 280,8 + 24,25 pg/mL, et chez les patients traités montrent une moyenne inférieure a
celle des controles, soit de 193 £+ 23,76 pg/mL. Par le test ANOVA une tendance a été détectée
entre les moyennes des différents groupes (P = 0,07). Ces données suggerent que les personnes
atteintes de la MC ont une concentration de I’'IL-18 libre altérée, et tend a revenir a la normale

lorsque I’inflammation est contrdlée par le traitement.
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Figure 4.6. Comparaison des niveaux d’expression de I’IL-18 libre plasmatique entre les
controles, les patients atteints de la maladie de Crohn non-traités, et traités. L’IL-18 libre
dans la circulation sanguine des donneurs a été déterminé en utilisant la loi d’action de masse en
utilisant la constante de dissociation (Kd = 400pM), et ce chez des controles, des patients atteints
de la MC sans traitement et avec traitement. Les données sont exprimées sous forme de moyenne
+ SEM, IL-18 libre (n=22-32 par groupe). Les données ont été analysé par ANOVA et le test de
Tukey, P <0.05 (*) ou il y a signification statistique.

4.7. Les ratios de-1’18/I’IL-18BP et de ’'IL18/I’'IL37

L’IL-37 est capable d’inhiber les effets de I'lL-18 sur des cellules humaines, de méme

que I’IL-18BP se lie et inactive I’IL-18. Par conséquent, a partir des données obtenues de nos
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ELISA, nous avons voulu déterminer les rapports entre les protéines dosées afin d’observer une
altération de la concentration de ces protéines chez les patients sans traitement. Nous avons
déterminé les ratios des concentrations en picogramme/mL entre 1’IL-18 et I’IL-18BP ainsi que
I’IL-18 par rapport a I’IL-37 parmi les 3 conditions de nos ELISA, soit chez les personnes saines,
atteintes de la MC sous traitement et sans traitement. Ces données sont illustrées sous forme de
diagramme en boite et les analyses statistiques ont été faites selon le test ANOVA suivi du test de
Tukey, ou * = P < (,05. Comme observé dans la figure 4.7 (A), les ratios entre I’IL-18 et I’'IL-
18BP montre peu de différence entre les quartiles (Q) 1, Q2, Q3, le minimum et le maximum, et
ce a travers toutes les conditions étudiées. On observe également une plus grande variabilité chez
les patients non traités. Cependant, sans étre statistiquement significatif, on peut observer une
tendance par laquelle les patients non traités ont une concentration moyenne plus élevées par
rapport aux controles. Les résultats montrent que les concentrations en IL-18 par rapport a I'IL-
18BP ont tendance & augmenter chez les patients non traités CD et ils ont tendance a se
normaliser lors d'un traitement. La figure 4.7 (B) représente le ratio inverse de cette relation et
démontre tout a fait la méme chose. Dans la figure 4.7 (C), le rapport entre I’IL-18 et I’'[L-37 a
¢été étudié. Nous avons obtenu peu de différence entre les 3 conditions, le méme phénoméne qu’a
la figure 4.3 (A). De plus, sans étre significatif, on peut souligner une tendance, chez les patients
non traités, ou le Q2, Q3 et le maximum sont plus élevés par rapport aux contrdles et aux patients
traités. On observe également une plus grande variabilité chez les patients non traités. Le ratio
inverse de cette relation est représenté dans la figure 4.7 (D) et démontre exactement un effet
similaire. Ces données suggérent, malgré une légére augmentation des quartiles chez les patients
non traités, que les ratios entre I’IL-18 et I’IL-18BP ainsi que ceux de I’IL-18 et I’'L-37 changent
peu, autant lors d’une inflammation ou que lors de conditions normales. Nous interprétons que
I’augmentation de la concentration de I’'IL-18BP, de méme que I’'IL-37 va de pair avec

I’augmentation de 1’IL-18.
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Figure 4.7. Rapport entre les concentrations plasmatique de I’IL-18 et I’'IL-BP (A et B) ainsi
que I’'IL-18 et I’IL-37 (C et D) chez les contrdles, les patients atteints de la maladie de Crohn
sans traitement, et sous traitement. Les ratios ont été calculés selon les valeurs obtenues des
ELISA et ont été exprimées sous forme de diagramme en boite. Les données ont été analysé par
ANOVA et le test de Tukey, P < 0.05 (*) ou il y a signification statistique.

4.8. Association de ’expression plasmatique entre I’IL-18 et I’'IL-18BP

Dans le but de vérifier I’existence d’une corrélation entre I’IL-18 et I’'IL18BP, nous avons
¢valué et analysé par régression linéaire les valeurs obtenues a partir des ELISA de I'IL-18 et
I’IL-18BP (Figure 4.4 et 4.5). Tel que présenté a la figure 4.8 A, le mod¢le linéaire des controles
correspond a 1’équation : Y = 4,054*X + 2065, pour laquelle la pente est de 4,054 (Intervalle de
confiance (IC 95% 0,4333 ; 7,675, P < 0,05) et le coefficient de détermination (R?) équivaut a
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0,1755. Le modé¢le linéaire représentant les patients non traités (Figure 4.8 B), quant a lui,
correspond a I’équation : Y =2,919*X + 2591 (R? = 0,08124), ou la pente est de 2,919 (IC 95% ;
-1,536-7,374, P = 0,1874). Pour ce qui est des patients traités (Figure 4.8 C), 1’équation
correspondant a la régression linéaire est : Y = 4,334*X + 1897 (R? = 0,05484), dont la pente est
de 4,334 (IC 95% 2,868 ; 5,801, P < 0,0001). Pour les groupes contrdles et patients traités, la
régression linéaire décrit une variation linéaire avec les variables mesurées ayant une pente
positive indiquant que 1’augmentation en IL-18 est associée avec |’augmentation en 1L-18BP.
Toutefois, chez les patients non traités, on peut observer une perte d’association puisque qu’elle
n’est pas significative. Ces données semblent révéler une tendance positive associant le niveau
d’expression plasmatique d’IL-18BP a IL-18 qui diminuerait chez les malades de Crohn, et qui
serait rétabli suivant un traitement. Ainsi, ces données démontrent une corrélation entre 1’IL-18 et
I’IL18BP, et cette corrélation pourrait étre perdue, en partie, lors d’une inflammation. Cependant,

le R? est bas pour toutes ces conditions.
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Figure 4.8. Association du niveau d’expression plasmatique des IL-18 et 18BP chez les
controles (A), les personnes atteintes de la maladie de Crohn sans traitement (B) et avec
traitement (C). Les associations des protéines quantifiées ont été analysées par régression
linéaire a partir des données obtenues par les ELISA (Figure 4.4 et 4.5) de I’'IL-18 et I'IL-18BP.
L’équation des controles (A) : Y = 4,054*X + 2065, (IC 95% 0,4333 ; 7,675, P < 0,05), R* =
0,1755. L’équation des patients non traités : Y = 2,919*X + 2591, (IC 95% ; -1,536-7,374, P =
0,1874) (R? = 0,08124). L’équation des patients traités : Y = 4,334*X + 1897 (R? = 0,05484),
dont la pente est de 4,334 (IC 95% 2,868 ; 5,801, P < 0,0001). Les deux axes montrent une
échelle de concentration linéaire.

4.9. Association de ’expression plasmatique entre I’IL-18 et I’'1L.-37

Comme I'IL-18 et I'[L-37 représentent des cytokines pro- et anti-inflammatoires,
respectivement, et étroitement liés, il serait intéressant de voir s’ils se régulent mutuellement. Par
conséquent, nous avons vérifié I’existence d’une possible corrélation entre I’IL-18 et I’'IL37, nous
avons évalué et analysé par une régression linéaire les valeurs obtenues a partir des ELISA de
I’IL-18 et I'IL-37 (Figure 4.3,Figure 4.4). Tel qu’indiqué¢ dans la figure 4.9 (A) le modele

linéaire des contrdles correspond a 1I’équation Y = -0,02779*X + 27,67 pour laquelle la pente est

51



de -0,02779 (IC 95% -0,08150 ; 0,02593, P = 0,289) et le coefficient de détermination (R?)
équivaut a 0,06991. Les patients non traités sont représenté a la figure 4.9 (B), et le modéle
linéaire correspond a I’équation Y = -0,006199*X + 71,94 (R? = 6,461e-005), et la pente de -
0,006199 (IC 95% -0,6956 ; 0,6832, P = 0,9836). Du co6té des patients traités (Figure 4.9 C),
I’équation correspondant a la régression linéaire est Y = -0,07447*X + 35,33 (R? = 0,1851), et
une pente de -0,07447 (IC 95% -0,2019 ; 0,05293, P = 0,2146). Pour tous les groupes, la
régression linéaire décrit une variation linéaire avec les variables mesurées ayant une pente
négative indiquant que 1’augmentation en IL-18 est associée avec une diminution en IL-37.
Toutefois, aucune des régressions linéaires ne sont statistiquement significatives et possédent un
R? trés faible. On peut cependant suggérer une tendance négative ou ’association du niveau
d’expression plasmatique de I’IL-37 a I’IL18 diminue chez les patients de la MC, et est rétablie a
la suite d’un traitement. Ainsi, ces données révelent une corrélation possible entre 1’IL-18 et I’IL-

37, et cette corrélation pourrait étre perdue, en partie, lors d’une inflammation.
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Figure 4.9. Association du niveau d’expression plasmatique de I’IL-18 et I’IL-37 chez les
controles (A), les patients de la maladie de Crohn sans traitement (B) et avec traitement (C).
Les associations des protéines quantifiées ont ét¢ analysées par régression lin€aire a partir des
données obtenues par les ELISA (Figure 4.3 et 4.4) de I'IL-37 et I’IL-18. L’équation des
contrdles (A) : Y =-0,02779*X + 27,67, (IC 95% -0,08150 ; 0,02593, P = 0,289) (R? = 0,06991).
L’équation des patients non traités (B) : Y = -0,006199*X + 71,94 (R? = 6,461e-005), (IC 95% -
0,6956 ; 0,6832, P =0,9836). L’équation des patients traités (C) : Y = -0,07447*X + 35,33 (R?=
0,1851), (IC 95% -0,2019 ; 0,05293, P = 0,2146). Les deux axes montrent une échelle de
concentration linéaire.

4.10. Association de ’expression plasmatique entre SIGIRR et I’'IL-37

Dans le but de vérifier 1’existence d’une corrélation entre SIGIRR et I’'IL-37, nous avons
¢valué et analysé par régression lingaire les valeurs obtenues a partir des ELISA de SIGIRR et
I’IL-37 (Figure 4.2 et 4.3). Tel qu’indiqué dans la figure 4.10 (A) ou le modele linéaire
correspondant aux contréles montre une équation de : Y = -0,01102*X + 19,42 (R? = 0,007490),
dont la pente est de -0,01102 (IC 95% -0,07825 ; 0,05621, P = 0,7328). Les patients non traité

sont représenté par la régression linéaire (Figure 4.10 B), dont 1’équation correspond a: Y = -
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0,1350*X + 123,8 (R* = 0,1165), et la pente égale a: -0,1350 (IC 95% -0,4673 ; 0,1973, P =
0,3688). Finalement, tel qu’indiqué a la figure 4.10 (C), le mod¢le linéaire représentant les
patients traités correspond a une équation : Y = 0,01022*X + 13,38 (R? = 0,01289), dont la pente
est de 0,01022 (IC 95% -0,06270 ; 0,08314, P = 0,7549). Pour les malades de Crohn sans
traitement, la régression linéaire décrit une variation linéaire avec les variables mesurées ayant
une pente négative indiquant que 1’augmentation en IL-18 est associée avec une diminution en
IL-37. Les contrdles et les patients traités semblent montrer aucune régression. Cependant,
aucune des régressions linéaires ne sont statistiquement significatives et montrent un R? tres
faible; nous pouvons conclure qu’il n’existe aucune corrélation. On peut alors suggérer une
tendance négative ou l’association du niveau d’expression plasmatique de I'IL-37 a SIGIRR
soluble diminue lors d’une inflammation, soit chez les malades de Crohn sans traitement. Cette
association est perdue lorsque cette inflammation est atténuée comme on peut observer chez les
contrdles et chez les patients traités. Ainsi, ces données suggérent une corrélation possible entre
SIGIRR soluble et I’IL-37 en condition d’inflammation, et cette corrélation pourrait étre atténué,

en partie, dans la condition contrdle.
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Figure 4.10. Association du niveau d’expression plasmatique de SIGIRR soluble et de I’IL-
37 des controles (A), des patients de la maladie de Crohn sans traitement (B) et avec
traitement (C). Les associations des protéines quantifiées ont été analysées par régression
linéaire a partir des données obtenues par les ELISA (Figure 4.2 et 4.3) de SIGIRR et I’IL-37.
L’équation des contrdles (A) : Y =-0,01102*X + 19,42, (IC 95% -0,07825 ; 0,05621, P = 0,7328)
(R? = 0,007490). L équation des patients non traités (B) : Y = -0,1350*X + 123,8, (IC 95% -
0,4673 ;0,1973, P =0,3688) (R>=0,1165). L’équation des patients traités (C) : Y =0,01022*X +
13,38, (IC 95% -0,06270 ; 0,08314, P = 0,7549) (R? = 0,01289). Les deux axes montrent une
échelle de concentration linéaire.
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Chapitre 5

5. Discussion

Ce projet a tenté pour la toute premicre fois d’étudier le role de SIGIRR chez les cas
pédiatriques de la MC. Supposant que la modulation de 1’expression de SIGIRR et son ligand,
I’IL-37, contribue a la pathogenése de la MC, nous avons tenté¢ d’approfondir cette question par
des ¢tudes de cytométrie en flux et de dosage de protéines plasmatiques (ELISA). Nous avons
observé une diminution significative de I’expression de SIGIRR a la surface lymphocytes B et les
cellules NK et une tendance a diminuer chez les monocytes des personnes atteintes de la MC
comparativement aux personnes saines a été observée. De plus, cette diminution constatée chez
les cellules immunitaires peut s’expliquer par I’augmentation plasmatique de SIGIRR soluble.
Outre SIGIRR soluble, nous avons observé que les patients traités et non-traités de la MC
possédent des concentrations altéré des cytokines étudiées, soit I’'IL-37, ’IL-18BP, I’'IL-18, ainsi
que la forme libre de cette derniére. Ce profil inflammatoire tend a revenir a la normale lorsque
I’inflammation est contr6lée par la prise de médicaments, y compris I’expression de la forme
soluble de SIGIRR. Par analyse de régressions linéaires, nous avons identifié¢ des corrélations
positives entre 1’IL-18 et I’'IL18BP et des tendances négatives entre 1’'IL-18 et 1’IL-37. Toutefois,
I’ensemble de ces corrélations est perdue chez les malades de Crohn non traités. Finalement, une
tendance négative entre SIGIRR soluble et I’[L-37 a été observée uniquement chez les personnes
atteintes de la MC non traitée (Chapitre 4).

Nous nous sommes d’abord intéressés a 1’expression de la protéine SIGIRR chez les
cellules sanguines que nous avons étudiées par cytométrie en flux. Ainsi, nous avons constaté une
diminution de I’expression de SIGIRR chez certains types de cellules immunitaires des personnes
atteintes de la MC comparativement aux controles (Figure 4.1), ce qui concorde avec la
littérature. En effet, plusieurs études ont démontré cette baisse dans d’autres maladies
inflammatoire. Comme mentionné au chapitre 1, plusieurs travaux ont démontré que I’expression
de SIGIRR humaine et murine chez plusieurs types cellulaires immunitaires tels les DC,
monocytes et granulocytes, est diminuée par la stimulation au LPS comparé a la condition
contrdle (Polentarutti ef al. 2003, Wald et al. 2003, Huang et al. 2006). La réaction inflammatoire
simulée par le LPS occasionne une réponse exagérée de I’immunité muqueuse contre la flore
microbienne, ce qui correspond a I’explication plausible communément acceptée sur
I’inflammation retrouvée dans la MC (Rescigno et Di Sabatino 2009). Pour ce qui est de nos

travaux, nous avons observé cette diminution aupres des lymphocytes B et des cellules NK. Cette
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diminution de 1’expression de SIGIRR chez les personnes atteintes de la MC pourrait indiquer
une réaction normale de 1’organisme face a des signaux d’inflammation. En effet, les CEI sont
constamment exposées a des microbes entériques et, bien qu’elles expriment des TLR
reconnaissant des produits bactériens, 1’activation de ces TLR est strictement contrélée. Ces
récepteurs sont maintenus a un stade d’hyporéactivité prévenant toute réaction inflammatoire
indésirable. Lorsqu’un pathogene fait son apparition, la concentration de SIGIRR diminue
transitoirement afin de permettre aux TLR de déclencher une réaction inflammatoire puissante
contre ces pathogenes, puis revient a un niveau physiologique (Khan et al. 2010, Kadota et al.
2010). Selon nos résultats, I’inflammation chronique retrouvée chez ces individus souffrant de la
MC peut expliquer I'incapacité de I’organisme a retrouver un niveau normal d’expression de
SIGIRR. 1I est possible que des signaux constants d’inflammation empéchent le retour a la
normale de SIGIRR ce qui serait caus¢ par un défaut épigénétique ou génétique affectant
I’expression chez les cellules testées. Par ailleurs, nos résultats suggerent que les PBMC des
patients de la MC sont susceptibles d’étre moins sensibles a son ligand, I’IL-37. Le cas contraire a
¢été observé chez les neutrophiles et les monocytes, n’étant pas statistiquement significatif. De
plus, ces résultats peuvent étre expliqués par la divergence biologique et I’échantillonnage faible
(n = 4). Ce phénomene peut étre interprété par la capacité de ces cellules a agir a I’intérieur de
tissus, tels que la muqueuse intestinale (Fournier et Parkos 2012, Sartor 2006). I serait alors plus
intéressant de regarder le niveau d’expression de SIGIRR a la surface des macrophages et des
neutrophiles ayant infiltré la muqueuse. En effet, il sera alors possible pour ces cellules d’arborer
un phénotype différent que ceux en circulation.

A la suite de I’observation de la diminution de I’expression de SIGIRR chez les patients de
la MC (Figure 4.1) nous voulions déterminer la cause de cette diminution. Plusieurs mécanismes
peuvent expliquer cette diminution, certains récepteurs sont clivés et rejetés dans la circulation
sanguine, tels que la molécule transmembranaire TNF-a qui est clivé par la MMP extracellulaire
d’enzyme de conversion TNF-a (TACE), connue aussi sous le nom de ADAM17, et relachant par
la suite la forme soluble (TNF-a)) (Moss et al. 1997, Miiller et al. 2009). 1l existe également le cas
du récepteur membranaire CD16 (FcRyIIIA) responsable de la cytotoxicité & médiation cellulaire
dépendante des anticorps (ADCC) chez les cellules NK. Lorsqu’activé, CD16 est également clivé
par ADAMI17, diminuant les effets des voies de signalisation activées par ce récepteur (Romee et
al. 2013, Lajoie et al. 2013) D’autres sont également recyclés par endocytose, phénoméne majeur
dans la régulation de la signalisation des récepteurs a activité tyrosine kinase (Goh et Sorkin
2013). A I’aide d’un ELISA spécifique a SIGIRR, nous avons détecté chez tous les échantillons

de plasma utilisé, une forme soluble de SIGIRR (Figure 4.2). Ce résultat semble suggérer qu’il
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s’agirait d’un mécanisme semblable a la premicére hypothése, ou encore qu’il s’agirait d’une
forme soluble sécrétée et non clivée par le récepteur. De plus, une tendance a 1’augmentation,
pres de la signifiance statistique (P = 0,08), de la concentration de SIGIRR soluble chez les
patients non traités comparativement aux contrdles a ét€ mesurée. Nous avons pour la premicre
fois décrit un phénotype clinique chez la MC impliquant SIGIRR soluble. Nous savons que
I’IL37 est le ligand de SIGIRR (Nold-Pety et al. 2015, Moretti ef al. 2014, Lunding et al. 2015).
Toutefois, cette liaison nécessite I’IL-18Ra pour ce faire. Il est alors possible que le mécanisme
de clivage du récepteur SIGIRR, soit homologue a celui de CD16 clivé par ADAM17. Ensemble,
nos résultats semblent étre compatibles avec cette interprétation, par laquelle la forme soluble de
SIGIRR est clivée et limite 1’action anti-inflammatoire de I’IL-37.

Suivant ce résultat, nous avons dosé¢ diverses cytokines en lien avec le complexe formé de
SIGIRR et I'IL-18Ra, soit 1I’IL-37, le ligand, I’IL-18, le ligand naturel de I’IL-18Ra, et I’IL-
18BP, I’antagoniste de I’IL-18. Nous avons voulu déterminer si ces cytokines peuvent étre
débalancées lors de la MC. Nous avons ainsi observé une différence proche de la signifiance
statistique a travers chaque cytokine entre les patients non traités les contrles (Figure 4.3,
Figure 4.4, Figure 4.5), et obtenu une différence statistiquement significative (P < 0,05) entre les
patients non traités et traités chez I’IL18. Ces résultats corroborent d’autres travaux réalisés sur la
MC et la CU. En effet, plusieurs équipes €¢tudiant individuellement I’IL-18 et I’'IL-18BP ou les
deux ensembles, ont démontré une hausse de 1’expression de ces cytokines dans le plasma et/ou le
sérum comparativement aux contréles (Corbaz et al. 2002, Ludwiczek et al. 2005, Leach et al.
2008, Haas et al. 2009, Naftali et al. 2007, Pizarro et al.1999). L’IL-37 a également été étudié
dans le cadre de plusieurs maladies et a été démontré une altération similaire que celles
retrouvées chez I’IL-18 et 'IL-18BP. (Ji ef al. 2014, Zhao et al. 2014, Xia et al. 2015, Farrokhi et
al. 2015, Zhang et al. 2015) Cependant, il y a peu de travaux qui se soient intéressées a ces 3
cytokines, en plus de SIGIRR. Nous supposons que I’organisme, en contexte de la MC, regoit des
signaux inflammatoires ininterrompus et est en perpétuel travail d’atténuation de 1’inflammation
causant, par le fait méme, la dérégulation de cet ensemble de protéines.

Le calcul de I’IL-18 libre nous a permis d’identifier une diminution significative chez les
patients traités comparativement aux patients non traités (P < 0,05) et le groupe controle montre
une moyenne plus basse que les patients non traités, sans atteindre la signifiance statistique
(Figure 4.6). Plusieurs études ont démontré la méme tendance. En effet, ces observations ont été
faites dans la MC aupres de cas adultes et de cas pédiatriques et démontrent une augmentation de
I’IL-18 libre dans la circulation sanguine (Ludwiczek et al. 2005, Naftali et al. 2007, Leach ef al.

2008). De plus, ces travaux ont montré que I’IL-18 libre se retrouve en plus grandes
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concentrations chez les cas sévéres de MC comparativement aux cas modérés et légers. Par
conséquent, nos résultats et les leurs suggérent que 1’augmentation compensatoire de 1’IL-18BP
est insuffisante pour contrdler I’activité pro-inflammatoire de 1’IL-18 libre.

Par la suite, nous avons évalué les ratios, et ratios inverses entre 1’IL-18 et 1’18BP ainsi
que I'IL-18 et I’[L-37, afin de confirmer I’existence d’une anormalité au niveau de la
concentration d’une des 3 cytokines étudiées. Nous n’avons observé aucun changement
significatif entre les concentrations moyennes des 3 conditions étudiées, et ce pour les I’IL-37 et
I’'IL-18BP (Figure 4.7). Toutefois, il est possible d’observer une tendance sur le diagramme en
boite de I'IL-18 et I'IL-18BP. En effet, il semble plus élevé chez les patients non traités
comparativement aux controles. C’est-a-dire que la concentration de I’IL-18BP par rapport a I’IL-
18 est 1égerement moins élevée chez les patients non traités. Pour ce qui est du ratio entre 1’IL-18
et I'IL-37, la trop grande variabilité retrouvée chez les patients non traités rend difficile toute
conclusion. Toutefois, nous pouvons interpréter la perte de réactivité face aux pathogénes par la
diminution de la concentration de I’IL-18BP, ce qui est soutenu par les résultats obtenus du calcul
de I’IL-18 libre. Il est possible de penser que le probléme se situe dans I’incapacité de terminer la
réaction inflammatoire, et elle devient chronique a long terme. En effet, découvert en 1989 sous
le nom de IFN-y-inducing factor, et renommé en 1995 (Okmura et al. 1995), I'IL-18 est
responsable de I’inflammation, en partie, par I’induction de I’expression de I'IFN-y. Cette
cytokine est associée a plusieurs maladies inflammatoires et auto-immunes lorsque retrouvé en
haute concentration dont le lupus érythémateux disséminé, la polyarthrite rhumatoide, le diabéte
de type 1, le psoriasis, la maladie du greffon contre 1'héte et également la MC (Dinarello et al.
2013). D’ailleurs, ’'IFN-y est ciblé par plusieurs équipes comme traitement possible contre la MC
(Cui et al. 2013, Hommes et al. 2006, Reinisch et al. 2010). 11 est tentant de spéculer que cette
tendance observée, soit le ratio entre I’IL-18 et I’'IL18BP plus élevé chez les patients non traités,
ainsi que la concentration plus élevé de I’'IL-18 libre indiquerait une dérégulation de
I’inflammation chez la MC.

Nous avons associ¢ le niveau d’expression plasmatique de 1’IL-18 en rapport avec I’IL-
18BP chez les contrdles, les patients non-traités et les patients traités (Figure 4.8). Par régression
linéaire nous avons obtenu une corrélation positive chez les contrdles (P < 0,05) et les patients
traités (P < 0,001). Chez les patients non traités, nous avons obtenu une tendance positive, sans
toutefois observer de signifiance statistique. Les régressions linéaires et les ratios de I’IL-18 et
I’IL18BP (Figure 4.8 et Figure 4.7) suggérent une diminution de 1’association entre 1’expression
de I'IL-18 et I’IL-18BP chez les patients non traités. En condition normale, 1’organisme tient a

garder 1’expression de 1’IL-18BP proportionnelle selon I’IL-18 (Figure 4.8 A, C), puisqu’une
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molécule d’IL-18BP inhibe directement une molécule de 1’IL-18 par interaction (Dinarello et al.
2013). Cette liaison posséde une plus forte affinité que I’IL-18 et IL-18Ra, 1’organisme prévient
alors une inflammation exagéré par 1’induction de I'IFN-y créé par 1I’'IL-18, en augmentant
¢galement IL-18BP (Dinarello ef al. 2013). En accord avec la littérature, la figure 4.8 (B) décrit
une baisse de la capacité des personnes atteintes de la MC sans traitement a réagir face a
I’inflammation, suggérant que 1’augmentation compensatoire de 1’expression de I'lL-18BPa est
insuffisante a réguler I’inflammation induite par IL-18. (Corbaz et al. 2002, Ludwiczek et al.
2005, Leach et al. 2008, Haas et al. 2009, Naftali et al. 2007, Pizarro et al.1999). Toutefois, cette
conclusion reste a étre confirmée, puique le coefficient de détermination tres faible.

Nous savons que I’IL-37 inhibe les réponses immunitaires (Nold et al. 2010, Sharma et
al. 2008) et supprime 1’inflammation intestinale chez les souris (McNamee et al. 2011), le niveau
d’expression plasmatique de I’IL-18 et celui de I’IL-37 chez les controles, les patients non-traités
et les patients traités ont ét¢ analysés afin d’observer une possible association. Contrairement aux
ratios (Figure 4.7), I’analyse par régression linéaire révéle, sans étre significative, une tendance
négative chez les contrdles (P = 0,2890) et les patients traités (P = 0,2146) (Figure 4.9). Nous
savons que la forme mature de I’IL-18 est clivée et activée par I’inflammasome (Aguilera et al.
2014), et que I'lL-37 est capable d’inhiber 1’activation de I’inflammasome chez un modéle
d’aspergillose pulmonaire invasive murine (Moretti et al. 2014). Ainsi, selon la littérature, nous
nous attendrions a observer une corrélation négative entre I’expression d’IL-37 et d’IL-18.
Cependant, nous n’avons pu démontrer de fagon claire cette corrélation négative, nos résultats
n’indiquant, tout au plus, qu’une tendance. En effet, nos résultats des contrdles et des patients
traités sont proches de conditions physiologiques, alors que les patients non traités ne présente
plus cette tendance négative entre IL-37 et IL-18 (P = 0,9836). 1l est intéressant de noter que la
concentration de I’IL-37 est plus élevée chez les patients non-traités observés (Figure 4.3) ne se
traduise pas en une tendance positive. Cependant, ce point est a débattre; plusieurs travaux
semblent montrer des concentrations contradictoires au niveau du sérum ou du plasma. En effet,
plusieurs maladies inflammatoires, dont le syndrome coronarien aigu (Ji et al. 2014), la
polyarthrite rhumatoide (Zhao et al. 2014, Xia et al. 2015), la sclérose en plaques (Farrokhi et al.
2015) et la tuberculose pulmonaire active (Zhang et al. 2015), ont démontré une concentration
plus élevée de I’IL-37 a travers la circulation sanguine par rapport aux personnes saines.
Inversement, les enfants ayant 1’asthme (Charrad et al. 2015), la tuberculose (Huang et al. 2015),
la CU ou la MC (Li et al.2014) ont présenté une diminution de I’IL-37 a travers le sérum et/ou le
plasma comparativement aux individus sains. L’étude de Li et ses collaborateurs, qui est la plus

similaire aux présents travaux, démontre des résultats diamétralement opposés a la notre et
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pourrait étre justifiée par la divergence d’origine des populations étudiées, soit chinoise versus
caucasienne. De plus, I’age des patients participants aux études ne sont pas les mémes. En effet,
notre étude se situe au niveau pédiatrique tandis que la leur est chez les adultes, ’4ge moyen étant
de 39 ans. Il est également possible que le développement du systéme immunitaire intestinal des
enfants nécessite un niveau plus élevé de cytokines immuno-modulatrices pour maintenir
I’homéostasie muqueuse par rapport au systéme immunitaire mature des adultes. En fait, cette
différence d’expression entre enfants et adulte a également été observée au niveau de
I’épithélium. Plusieurs équipes étudiant I’expression de 1I’IL-37 au niveau de tissus intestinaux
chez la MC adulte ont démontré une augmentation chez les malades de Crohn (Fonseca-
Camarillo et al. 2015, Imaeda et al. 2013, Li et al2014), tandis qu’une étude au niveau
pédiatrique n’a observé aucune différence significative (Weidlich er al. 2014). Ainsi, nous
suggérons que la corrélation perdue chez les patients non traités indique un débalancement des
cytokines responsables de la régulation de I’inflammation. Toutefois, la grande variabilité et la
petitesse de cet échantillonnage ne permettent de valider ces spéculations.

Nous avons révélé une tendance négative entre SIGIRR soluble et 1I’'IL-37 chez les
patients (Figure 4.10). Ce résultat, sans étre significatif (P = 0,3688), est compatible avec notre
interprétation, selon laquelle le récepteur de SIGIRR pourrait étre clivé suite a une réponse
inflammatoire. Ainsi, nous supposons que la forte concentration en IL-37, induisant des signaux
anti-inflammatoires, pourrait restreindre le clivage de SIGIRR. Nous suggérons, a partir de nos
résultats obtenus, un mécanisme général de SIGIRR dans le contexte de la MC. Lorsqu’un
pathogeéne déclenche des signaux inflammatoires et est détecté par I’organisme a 1’aide des TLR.
Comme décrit par Kadota et ses collaborateurs, cette détection provoque I’augmentation de
I’expression de TLR4 et la diminution de SIGIRR (Kadota et al. 2010). Comme nous 1’avons
démontré, la concentration du récepteur SIGIRR diminue chez les cellules immunitaires (Figure
4.1). Cette diminution pourrait étre expliqué par le clivage de SIGIRR (Figure 4.2) via une
enzyme non identifié. Tel que vu dans le chapitre 1, ’activation des TLR déclenche et induit
I’expression de plusieurs composantes associées & NLRP3 (Aguilera ef al. 2014). Cette induction
permet d’activer le NLRP3, et s’ensuit la clive et la sécrétion de plusieurs cytokines, soit I’IL-1B,
I’IL-18, et I’'IL-37. D’un c6té, I’'IL-18 déclenche une cascade d’événement pro-inflammatoire et
de I’autre, une rétroaction négative par 1’IL-37 a 1’aide d’un complexe composé d’IL-18Ra et le
récepteur SIGIRR (Nold-Pety et al. 2015, Moretti et al. 2014, Lunding et al. 2015). Cette activité
biologique de I'IL-37, lorsque lié au complexe, pourrait empécher, en partie, le clivage du

récepteur SIGIRR. Ainsi, la réduction de 1’IL-37 retrouvée chez les malades de Crohn limiterait
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sa liaison au complexe IL-18Ra-SIGIRR. En effet, cette diminution favoriserait le clivage du
récepteur SIGIRR tel que supporté par la corrélation négative de SIGIRR et IL-37 (Figure 4.10).

Lors de ce projet, nous avons établi pour la premiére fois un phénotype impliquant
SIGIRR dans le contexte de la MC. En effet, par technique de cytométrie en flux nous avons
déterminé une diminution de I’expression de SIGIRR a la surface de cellules sanguines. Nous
avons caractérisé pour la premiére fois une forme soluble de SIGIRR dans la circulation sanguine
chez tous les échantillons testés. Fait intéressant, les individus atteints de la MC sans traitement
détiennent un accroissement de cette forme soluble a travers la circulation, et une
médicamentation tend a diminuer la concentration. D’aprés ces résultats, nous avons suggéré un
nouveau mécanisme chez SIGIRR réagissant face a ’inflammation retrouvé dans la MC. Par
ailleurs, nous avons également caractérisé 1’altération des cytokines en lien avec le complexe
formé par SIGIRR et IL-18Ra, soit I’IL-18, ainsi que sa forme libre, I’'IL-18BP et I’'IL-37.
Toutefois, les malades de Crohn non traités représentent un groupe particulier comparativement
aux contrdles et patients traités. Une corrélation positive entre I’IL18 et ’'IL18BP est perdue, une
tendance négative entre IL-18 et ’IL37 est perdu, et une tendance négative gagnée entre SIGIRR
solubles et I’IL37 sont tous les 3 caractéristiques chez les patients non traités.

Il sera important d’augmenter 1’échantillonnage afin d’augmenter la puissance statistique
de nos tests et, ainsi, confirmer ou infirmer la véracité de nos spéculations. Il sera aussi
intéressant d’obtenir certaines informations concernant la population étudiée, tels les marqueurs
d’inflammations et cliniques, afin de vérifier la représentativité de la cohorte étudiée au sein de la
population cible, soit les cas pédiatriques de la MC. En fait, due a I’absence de ces données, nous
n’avons pu pousser 1’analyse par des associations entre le CDAI des patients avec I’expression de
SIGIRR soluble, ou toutes autres molécules étudiées. De plus, cette population est intéressante,
puisqu’elle est I’'une des plus touchées dans le monde (Molodecky et al. 2012, Crohn’s and
Colitis Canada 2015). Cependant, il est important de souligner que les contrdles recrutés le sont
suivant une colonoscopie afin de diagnostiquer la douleur ressentie par ces individus. Ainsi, les
contrdles, bien que sans signes visibles de maladie, peuvent ressentir de la douleur due a une
inflammation et aurait alors un motif d’expression de protéines différent de celui physiologique.
Toutefois, selon les conditions de 1’étude, ils demeurent les meilleurs contrdles possibles que
nous avons pu obtenir; les biopsies, étant invasives, seraient trés difficiles a obtenir de la part de
personne en santé. De plus, plusieurs études ont reporté que les enfants souffrent d’effets négatifs
de I’hospitalisation, incluant 1’anxiété, des cauchemars et de I’irritabilité, face aux procédures

douloureuses (Rossen et McKeever 1996, Sheldon 1997, White et al. 1996, Wright 1995, Melnyk
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et al. 2004, Renninck ef al. 2002, Evagelia et al. 2001). 11 faut garder en téte que nos résultats
peuvent étre influencés par la douleur et le stress encouru par 1’hospitalisation.

Plusieurs questions sans réponse et devront étre approfondis dans le futur. Il sera possible
de déterminer I’expression du récepteur SIGIRR et d’autres composantes reliées avec SIGIRR,
tels I’IL-18Ra et les TLR, sur les autres types de cellules immunitaires non étudiés dans ce projet
afin de confirmer les conclusions de notre projet. Outre les cellules immunitaires, il serait
intéressant d’observer ce complexe ainsi que son ligand chez les CEI par cytométrie en flux, par
immunohistochimie et par immunobuvardage de type western. L’expression des ARNm pourra
étre quantifiee par qPCR (Real-Time Polymerase Chain Reaction) parmi les différentes cellules
immunitaires et les CEI afin de confirmer nos résultats. Par des études in vitro, il sera également
intéressant d’observer comment un traitement au LPS affecte les cytokines étudiées. Il est crucial
de caractériser la forme soluble de SIGIRR. Est-ce SIGIRR est clivé ou bien fait a partir d’un
géne sans la partie transmembranaire? Par des études de souris déficientes en SIGIRR, nous
serons en mesure d’observer si le clivage de SIGIRR est également présent. De plus, il serait
possible de I’isoler par purification par chromatographie, et d’étudier sa structure par résonance
magnétique nucléaire et cristallographie. De plus, la séquence protéique pourrait étre déterminée
par spectrométriec de masse et permettrait d’identifier des sites de clivage, puis de cibler les
enzymes responsables de ce clivage. Par technique de FRET (transfert d’énergie par résonance de
type Forster), nous pourrions également de déterminer si SIGIRR soluble peut se lier a I’IL-37 et
I’IL-18. A I’aide des cellules sanguines de patients et de contréles étudier leurs réponses a I’IL-37
ou bien au LPS. Une étude de criblage pourra étre faite afin de déterminer si une ou plusieurs
molécules possédent une action semblable a I’IL-37. Ceci permettrait d’identifier une molécule
capable d’activer le complexe IL-18Ro/SIGIRR/IL-37. Cette réaction pourrait augmenter
I’atténuation de ’inflammation et pourrait éventuellement devenir un traitement envisageable
pour la MC ou toutes autres maladies chroniques ou I’inflammation est exagérée. Ce projet,
complété dans son intégralité, permettrait de caractériser un nouvel ensemble d’acteurs jouant un

role potentiel dans la pathogenese de la MC.
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Chapitre 6

6. Conclusion
Ce projet de recherche a permis de caractériser pour la premicre fois le réle de SIGIRR

dans le contexte de la MC pédiatrique. Plus spécifiquement, nous avions proposé¢ que la
modulation de ’expression et/ou le fonctionnement méme de SIGIRR et son ligand (IL-37)
contribuent a la pathogenése de la MC. Par des techniques de cytométrie en flux et d’ELISA,
nous avons pu confirmer cette hypothése.

En effet, une modulation a la baisse de I’expression a été observée dans I’ensemble des
cellules immunitaires testées chez les enfants atteints de la MC comparativement aux enfants
sains. Cette modulation a été observée chez le ligand de SIGIRR, I’IL-37, mais également chez
I’IL-18BP et I’IL.18, ainsi que sa forme soluble. Cette altération de I’expression de ces cytokines,
a la hausse chez les patients non traités comparé aux controles qui tend a revenir a la normale
suivant le traitement, démontre que le changement significatif de SIGIRR et I’'IL-37 chez la MC
joue probablement un réle dans le développement de la maladie. Bien que nous n’ayons pas
étudié le fonctionnement de SIGIRR, nous avons découvert que la forme soluble dans la
circulation sanguine, qui a été détectée dans I’ensemble des échantillons testés, augmente
significativement chez les patients non traités par rapport aux controles. Nos résultats confirment
ainsi notre hypothése, puisque 1I’expression du profil inflammatoire et de la forme soluble de
SIGIRR, dont la fonction sera importante a déterminer, semblent &tre altérées dans la MC
dévoilant que SIGIRR est susceptible de jouer un rdle important dans 1’atténuation de
I’inflammation intestinale.

Bien que plusieurs études se soit intéressé a SIGIRR et a la MC, il reste beaucoup a
découvrir a leurs sujets. Qui plus ait, ce régulateur négatif de 1’inflammation constitue une cible
thérapeutique potentielle mais qui, jusqu’a ce jour, n’a pas encore été¢ développé. 1l serait alors
intéressant d’estimer si SIGIRR détient un  effet thérapeutique permettant d’atténuer
considérablement I’inflammation chronique observée chez les malades de Crohn, notamment les
cas pédiatriques. En effet, le complexe formé par SIGIRR, I’'[L-37 et I’I[L-18Ra pourrait étre une
cible de choix dans I’élaboration d’'un médicament. Une molécule structurellement hommologue
ou possédant le domaine de liaison de I’IL-37 pourrait ainsi activer la voie de signalisation anti-
inflammatoire qui éventuellement serait non seulement bénéfiques dans le cadre de la MC, mais

chez I’ensemble des maladies inflammatoires, dont I’arthrite, I’asthme, et I’hépatite.

64



Pour conclure, la MC représente un défi de taille. Son incidence croissante a travers le
monde classe la MC en tant que maladie mondiale émergente (Molodecky et al. 2012). Le
Canada dénombrait, en 2012, plus de 129 000 cas diagnostiqués, faisant des canadiens le peuple
ayant le taux de prévalence et d’incidence les plus élevés dans le monde (Bernstein et al. 2006,
Rocchi et al. 2012). Actuellement, le Canada maintient toujours ces chiffres, 1 Canadien sur 150
vit avec la MC ou la CU (Crohn’s and Colitis Canada 2015). De plus, les immigrants au Canada
développent la MC pour la premiére fois, et leurs enfants ont d’autant plus de chance de
développer la MC (Ananthakrishnan 2015). De surcroit, les nouveaux cas pédiatriques de MC au
Canada ont presque doublé depuis 1995 (Crohn’s and Colitis Canada 2015). Tout juste derriere la
Nouvelle-Ecosse, le Québec est 2° en terme d’incidence au pays (Lowe ef al. 2009, Economou et
Pappas 2008). Une étude menée dans la province et utilisant les bases de données de I’assurance
maladie universelle, la Régie de 1’Assurance-Maladie du Québec (RAMQ) a estimé que
I’incidence spécifique de la province est de 20.2 cas par 100 000 personnes. Cette forte
prévalence en sol canadien et québécois, en plus de la chronicité de la maladie, cause un fardeau
financier important, il est donc primordial de continuer la recherche ce qui permettra de
déboucher sur de meilleurs traitements et, ainsi réduire le fardeau de cette maladie chronique sur
notre systéme de santé, tout en améliorant la qualité de vie de ceux affectés. L amélioration de la
qualité de vie des malades de Crohn est d’autant plus importante chez les cas pédiatriques,
puisque le développement physique et psychologique sont affectés. Des traitements plus efficaces
pourront les soustraire a ces désagréments et contribueront a augmenter leur niveau de qualité de
vie. Néanmoins, la recherche n’est pas le seul axe a contribuer au bien fait des patients. Le
Canada se doit d’offrir une meilleure sensibilisation et éducation envers les MICI au sein de la
population, mais également auprés des professionnels de la santé. Les diagnostics tardifs et
inappropriés, un acces inéquitable aux services de soins de santé, le traitement dispendieux, les
perspectives d’emplois diminués, en plus d’un soutien communautaire limité sont des facteurs
aggravant la qualité de vie des gens affectés par la MC (Rocchi et al. 2012). La sensibilisation
doit donc mieux préparer les gens touchés par cette maladie et est un pilier nécessaire a la

recherche afin de mieux combattre la MC.
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