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A mon Maitre et président de thése,

Monsieur le Professeur PEYRIN BIROULET,

Professeur des universités, praticien hospitalier d’Hépato-Gastro-Entérologie

Merci de me faire I’honneur de présider ma thése et de m’avoir permis de travailler sur ce sujet.

Merci pour votre dévouement et votre disponibilité a n’importe quelle heure du jour comme de la

nuit. ..

Veuillez recevoir, Monsieur et cher Maitre, ma sincére reconnaissance et mon profond respect.



A mon Maitre et juge,

Monsieur le Professeur Jean Louis GUEANT

Professeur des universités, praticien hospitalier de Biochimie et Biologie Moléculaire

Je vous remercie de I’honneur que vous me faites en acceptant de faire partie du jury de ma these.

Veuillez recevoir, Monsieur et cher Maitre, ma sincére reconnaissance et mon profond respect.



A mon Maitre et juge,

Monsieur le Professeur Jean Pierre BRONOWICKI

Professeur des universités, praticien hospitalier d’Hépato-Gastro-Entérologie

Merci pour votre disponibilité, votre gentillesse, votre implication ainsi que votre bienveillance dans

mon parcours personnel et dans I’avenir des internes de notre spécialité.

Veuillez recevoir, Monsieur et cher Maitre, ma sincére reconnaissance et mon profond respect
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A mon Maitre et juge,

Monsieur le Docteur Anthony LOPEZ

Maitre de Conférences universitaire, praticien hospitalier d’Hépato-Gastroentérologie.

Anthony... j’ai trouvé en toi mon alter ego de blagues en tout genre (méme si on ne va pas se le
cacher, elles sont toujours sur le méme théme). Mais ton c6té universitaire me conforte dans I’idée

qu’un homme aussi brillant que toi peut se bidonner devant un sketch de Dieudonné sur sa spécialité.
Merci bien siir a tous les cafés que 1’on a pris dans ton bureau (toujours le méme, le Julien Kazaar...)

Enfin, tout au long de mon internat, tu m’as convaincu de compléter ma formation en oncologie, c’est

pourquoi tu es devenu un de mes modeéles scientifiques et je te remercie pour cela.
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Aux docteurs Eric KULL, Marie-Caroline D’HUART, Linda THIRIET, Oliviane RIVALS-
LEREBOURS, Claire GEIST, Benjamin COLLET-FENETRIER, Virginie FILIPPE et
Guillaume CONROY praticiens hospitaliers dans le service d’Hépato-Gastro-Entérologie au

CHR de Metz.

Merci de m’avoir fait passer un de mes meilleurs stages de 1’internat. Merci pour votre patience ainsi
gue votre bonne humeur (dédicace particuliere a Claire qui était toujours bon public avec mes blagues

souvent pas tres fine). J’espére vous revoir tres vite. ..

A toute I’équipe de néphrologie du CHR de Metz et particulierement au docteur Zead TUBAI et
son « tu vois » légendaire, Philippe MIRGAINE et sa philosophie, Fleuria FLECHON-MEIBODY

et sa folie et @ mon co-interne Cyril CUNAT et son gotit prononcé pour 1’alcool.

Je n’oublie pas, bien sir, le docteur Benjamin SAVENKOFF, le médecin le plus impressionnant et
pédagogue que j’ai rencontré depuis le début de mes études de médecine. Merci a toi d’avoir fait
découvrir a un jeune gastro-entérologue avide de connaissance tout 1’étendue de ton savoir et de ta

réflexion.

Rajouté a cela, ton humour plutét proche du mien fait de ce stage un des meilleurs de mon internat.

Ainsi, je te prendrai toujours comme modele dans ma vie de futur médecin... méme si je n’arriverai

jamais a jongler entre 8 langues différentes lors de mes visites...

A toute I’équipe de radiothérapie de I’ICL, pour m’avoir appris que le coloriage était une spécialité
médicale. Sans rire, merci pour votre bonne humeur, votre pédagogie et votre patience envers moi,
interne de DESC ne comprenant pas grand-chose au monde de la radiothérapie. Merci a mes co-
internes pour m’avoir expliqué les rouages de cette spécialité ainsi qu’au Pr PEIFFERT pour m’avoir

appris que le toucher rectal était un art...
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Au docteur Arthur Belle, merci pour ta bienveillance et ton savoir. Tu peux donc voir avec mon sujet
de thése, que tes passages au secteur 2 (parfois presque nocturne) en spécifiant de « ne pas oublier le

bilan martial » n’étaient pas vain.

Je vous souhaite, a toi et a Marie-Lise, tout le bonheur dans ta nouvelle vie parisienne.

Au docteur Abdelbasset Nani,

Le médecin le plus polyvalent que je connaisse. Tel le Johan Cruyff de la gastro-entérologie, tu sais
jongler entre 1’endoscopie, I’hépatologie, I’oncologie, les MICI et méme parfois I’interventionnel sans
oublier bien sir les visites du secteur 2. Je me souviendrai toujours de mon stage avec toi ; moi tout
fou de t’expliquer un cas complexe sans queue ni téte et toi rétorquant « attends Sébastien je

t’explique, je t’explique... »

J espére te revoir vite. ..

Au docteur Mouni Bensenane,

Que dire de toi ... vous étes avec Nani, les 2 personnes qui m’ont fait découvrir et adorer
I’hépatologie. Je te remercie pour ta disponibilité sans faille et les avis que tu nous donnes avec
toujours beaucoup de pédagogie. J’ai beaucoup appris a tes cotés et j’espere apprendre encore un peu

plus...

Au docteur Laurence Chone,

Merci pour nous avoir accompagné, Isabela et moi dans ce premier semestre d’internat et ces 6

premiers moi a Nancy. Merci pour ce que vous nous avez appris. ..

Au docteur Jean Baptiste Chevaux, Camille Zallot, Jean Lawton, Chloé Marechal, Charlotte

Andrianjafy, Bastien Dirrenberger, Marion Schaefer.

Merci pour tout ce que vous m’avez appris et ces moments passés en stage.

A I’équipe d’Epinal, que je ne connais pas encore totalement mais que j’ai hate de découvrir...
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A mes amis et ma famille

A Julien,

Lors de ce premier semestre nancéen glacial, j’ai trouvé un mec en or mais surtout un compagnon de
blagues. Qu’est-ce que I’on a pu rigoler pendant ce semestre. Tel un two men show avec comme
public Isabela, nous enchainions les blagues. Tantdt sur les ARC qui ne sont pas des fléches, tantot
lorsque tu prenais avis auprés de Roc Eclerc pour un de tes patients ou encore lorsque tu proférais des
répliques de OSS 117 au téléphone... Merci de nous faire encore tellement rire, merci de ta présence

lors de notre premier semestre avec Isabela... bref, merci pour tout mon ami.

A Wissam,

Tu es le mec le plus gentil et surtout le plus BG de tous les internes de gastro. Vous avez de la chance

les filles, il est célibataire... Toujours calme, a I’écoute, tu es un vrai ami pour moi.

Professionnellement, je te 1’ai déja dit mais tu es celui qui m’a le mieux expliqué I’endoscopie de tout
mon internat. Cela ne m’empéchera pas quand méme de te mettre des petits ponts le mardi au football.

Merci pour tout.

A Sarah,

L’interne la plus rapide que j’ai cotoyée : visite de 14 patients finie a 9nh15. Qui a dit que les corses
étaient faignants ? Surtout, tu es la premiére personne en médecine avec qui je pouvais faire de débats
endiablés sur les Marseillais ou encore Moundir et les apprentis aventuriers ... Je nous revois encore
au self dire que Kevin est vraiment un batard avec Carla ou que Julien est complétement malade.
Enfin, tu es la personne la plus chaleureuse que je connaisse. Qui a dit que les corses n’étaient pas

accueillants ?
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A Célia,

J’avais le privilege d’étre le compére de ton dernier semestre d’interne. Qu’est-ce qu’on a pu en dire
des conneries... Moi en train de faire des algorithmes de vie sur le mur du bureau de I’'UCA, toi me
disant que tu vas faire une présentation sur la cure thermale et les MICI... Merci pour ce merveilleux
stage et tout cet internat passé avec toi, ¢’était un véritable bonheur. Sache que tu pourras toujours

compter sur moi ...

A Vincent,

Le mec le plus calme au monde. En méme temps, c’est normal, faut pas qu’il se fasse choper, il

prépare un gros coup a la maison de la monnaie en Espagne...

Merci pour ta présence, ton écoute, pour nos débats a Mercy sur les solutés de remplissage (Alors ?
Albumine ou sérum phy ?), débats encore dans le bureau sombre de la radiothérapie sur les futurs
traitements de 1’hépatite aigué alcoolique...Tu m’as toujours aidé a me remettre en question. Je te
félicite @ nouveau pour avoir fondé ta famille avec Siham et Zacharie. Je vous souhaite & vous 3 tout le

bonheur du monde...

A lIsabela,

Trop de choses a dire sur toi. Un rayon de soleil avec qui j’ai tout connu: de la rencontre en
réanimation a Foch en D3 ou tu comprenais plus le sens de mes blagues que le frangais littéraire, du
premier semestre en HDJ ou tu essayais de canaliser 1’énergie digestive que 1’on avait avec Julien, des
trajets en voiture a Mercy ou 1’on débattait entre autre sur le sexe au Brésil, du stage a Mercy ol je
tentais tant bien que mal de chanter en Brésilien (Mach que nada, aie que pasar... oba oba oba...un
jour j’y arriverai) ou encore de faire Sangoku dans un bureau exigu... Bref que de bon moments
passes avec toi, je suis heureux d’étre ton ami et que tu sois ma témoin pour mon mariage... Je vous

souhaite a Vincent, Stella et toi une vie épanouie...

A Pierre Antoine, Lucie et Marie les compéres de la promo de choc,

Merci pour votre bonne humeur et de la bonne ambiance que I’on a dans notre promo.
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A Raphaelle, Sarah H., Simon V, merci pour votre bonne humeur.

Aux autres internes de gastro, a Olivier et sa passion pour la radiologie, a Simon pour sa pédagogie
Iégendaire avec les externes, & Mathilde S et son franc parler, @ Mathilde V et sa bonne humeur, a
Margaux et son sourire, & Yousra et sa gentillesse, & Julia et son « il faut que j’aille en HDJ », a
Manon et sa joie d’avoir des entrées tardives au secteur 3, & Théo et son calme lorsqu’on lui envoyait
des patients moribonds en HDJ, a Remi et son troisiéme degré humoristique, a Alice et son body

pump au well and fit... merci a tous

A Beber,

Avec qui je n’ai jamais autant tiré au but de ma vie. Des jours entiers passés a faire des frappes a
Cousteau en imaginant que nous étions Christiano Ronaldo ou encore nos partis de Mario Kart sur les

routes de Maurepas avec jetage de panneau de signalisation... Le pire c’est que nous avions 20 ans...

Merci pour tout ¢a.

A Maxime,

Le plus gros escroc que je connaisse, doublé d’une mauvaise foi Iégendaire. Capable de dire en
perdant 5-0 a FIFA qu’il était quand méme meilleur dans le jeu ou que sa frappe était en lucarne alors
qu’elle était clairement en plein centre de la cage... Merci pour ces moments. Je suis fier que tu sois

mon témoin de mariage.

A Guillaume, le plus gros douilleur que je connaisse (plus que moi, il fallait le faire),

A Fred et nos parties de challenge téléfoot (c’est pour toi Thierry ...)

A mes compagnons de la fac, Soum, Kevin, Navid, Anthony, Alex merci pour tous ces moments.
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A ma meére,

Malgré toutes les épreuves, tu as su faire face, te battre et avancer en nous apportant a chaque fois tout
ce dont nous avions besoin. Tu es pour nous 3 un modele de force mentale et nous en sommes la
aujourd’hui en grande partie grace a toi... Tel un Gattuso au milieu de terrain, tu ne t’avoues jamais

vaincu et te reléves aprés chaque chute. Et comme dirait ’autre, a la fin ¢’est toujours Maman qui

gagne...

Merci pour tout Maman...

A mon pére,

El « mago », le plus grand numéro 10 que la Corréze ait connue (ou plutdt le rugby club uzerchois, ca
vend moins du réve). Je ne mentirais pas en disant que tu étais omniprésent pour les devoirs (je me
souviens uniquement de ta fameuse phrase que tu nous as probablement dite a tous les 3 : « tu te bases
sur quel référentiel ? Galiléen ou héliocentrique ? »). Par contre, tel un Platini d’1m70, tu orientes le
jeu familial, distilles des caviars (oui, c’est de ton argent dont je parle) et surtout tu es toujours décisif

dans les moments difficiles et pour nous, c’est le plus important...
A mon frére,

Merci mon frére de ta présence. Tu as toujours été la pour moi, depuis les débuts sur le tracteur chez
Mémé ou encore pour m’obliger a faire mes devoirs au lieu de jouer au foot (je savais que je n’aurais
pas di t’écouter, il y a plus de débouché dans le foot qu’en médecine...). Merci pour ton soutien et la

présence que tu apportes a notre famille...
A ma sceur,

Au final la meilleure des 3 (je suis obligé de I’avouer) qui nous a éclaté au brevet, bac, 1°° année de
médecine et dernicrement a ’ECN (mais j’y tiens je reste le meilleur au TPE...). J’espére que ta
réussite va se poursuivre a Nantes mais je ne me fais aucun doute... Merci pour ta générosité et ta

présence...
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A Claire et Clément, merci du bonheur que vous procurez & mon frere et & ma sceur.

A mon Papi et ma Mami,

J’espere vous voir lors de mon mariage ET lors de ma these... Merci pour tous ces bons moments

passés enfants avec vous, je n’oublierai jamais. ..

A Pépé et Méme,

T’espére que vous étes fier de votre petit-fils de la-haut...

A Joelle, Didier, Guillaume, Benjamin et Julia, merci pour ces moments passés a Condat.

A toute la famille de Clotilde (Antoine, Catherine, Emile, Felix, Papou, Manou, Papi, Mami... et j’en

passe. Trop nombreuse cette famille), merci de m’avoir intégré et accepté dans votre famille.

Les meilleurs pour la fin, a Simba et Milky mes 2 chats (2014 coupe du monde Brésil pour Simba et

2016 Euro en France pour Milky...), je n’aurai jamais réussi tout cela sans vos ronronnements ...

Je rigole je finis bien sar par Clotilde,

Ma femme (ou futur femme, comme tu veux, j’avais oublié le droit a la rétractation jusqu’en aofit

2020).

Déja 7 ans avec toi depuis les premiers pets sur la téte lancés dans la petite chambre d’étudiante de
Roubaix (je ne dirai pas qui avait commencé...) ; 7 ans depuis cette rencontre a la piscine du bois de
Maurepas avec un groupe d’escroc comme spectateur... On a vécu beaucoup d’épreuves ensemble et
on s’en est toujours sorti... Je suis fier de dire que tu as fait de moi un homme et j’espére que tu feras

de moi un pére...
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[) Introduction

La carence martiale est une des complications extra-intestinales les plus fréquemment observées au
cours des maladies inflammatoires chroniques de I’intestin (MICI) en touchant en moyenne 45% des
patients" . Il est aujourd’hui clairement établi que la carence martiale influence grandement la
qualité de vie des patients ainsi que leur symptomatologie (anémie, asthénie, céphalée, alopécie,

syndrome des jambes sans repos)>

; et que cette manifestation extra-intestinale de la maladie est a
traiter avec la plus grande attention.

Le diagnostic actuel repose sur des marqgueurs influencés par le syndrome inflammatoire avec pour
conséquence une difficulté a différencier une authentique anémie par carence martiale d’une
anémie inflammatoire.

C’est dans cette optique que nous avons souhaité mener une étude permettant d’évaluer la
performance diagnostique des marqueurs utilisés en routine et de trouver de meilleurs seuils

pour prédire la carence martiale dans ces populations en s’appuyant sur un marqueur non influencé par

I’inflammation.

I[1) Les maladies inflammatoires du tube digestif
(MICI)

1) Physiopathologie

Méme si des avancées considérables ont été réalisées concernant la compréhension des MICI, leur
physiopathologie reste encore incomplétement connue et fait intervenir des facteurs
environnementaux, géenétiques, des anomalies de la barriere intestinale ainsi que d’importants

désordres immunitaires avec le role du microbiote intestinal*®*®.
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a) Facteurs génétiques

Il est établi depuis plusieurs années qu’il existe une forte composante génétique dans les MICI. En
effet, plusieurs études ont rapporté une prédisposition héréditaire au sein d’une méme fratrie. Le risque
relatif de MICI (risque au sein d’une méme fratrie comparé au risque dans la population générale) est
de 30-40 pour la maladie de Crohn (MC) et de 10-20 pour la recto-colite hémorragique (RCH) *.
Si on s’intéresse aux cas de jumeaux monozygotes dont I’un est malade, le second aura plus de risques
d’étre atteint (50-58% pour la MC, 6-14% pour la RCH). A contrario, le risque sera plus faible dans le

cas de jumeaux dizygotes (0-12% pour la MC, 0-5% pour la RCH)".

Le premier géne de prédisposition identifié et le plus corrélé encore aujourd’hui est NOD2, géne de
prédisposition pour la MC situé sur le chromosome 16. 3 variantes génétiques ont été identifiées :
R702W, G908R et 1007fs. Sa protéine se divise en 3 domaines (Figure 1) : CARD (Caspase
Recruitment Domain) qui est le domaine effecteur, NOD (Nucleotide Oligomerisation Domain), qui
est le domaine activateur de la protéine et LRR (Leucine Rich Repeat), domaine de reconnaissance du
ligand bactérien. Quand la protéine est inactive, le domaine LRR bloque les autres domaines NOD et
CARD. Au moment ou le LRR va reconnaitre son ligand bactérien, I’inhibition est levée et le domaine
CARD va se lier a une kinase et suite a une cascade de signalisation va activer la voie NF-xB
aboutissant a la sécrétion de molécules pro-inflammatoires telles que IL6, IL12, TNF, IL1p. Dans le
cas de mutations, la reconnaissance du LRR avec son ligand est impossible et donc la protéine NOD2
est inhibée, bloquant ainsi la voie d’activation de NF-xkB et entre autre la sécrétion d’o-défensines
(protéines bactéricides) aboutissant a une modification pathogéne du microbiote intestinal, ce qui dans

un second temps, a un effet pro-inflammatoire avec augmentation des taux d’IL1p 3.
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Figure 1 : Représentation schématique du gene et de la protéine Card15/Nod?2 ainsi que les 3

mutations les plus fréquentes®’.

Cependant, les MICI sont définies comme des maladies complexes, c¢’est-a-dire ne présentant pas une
transmission de type mendélienne (récessive, dominante ou liée au chromosome X) mais résultant de

I’interaction de plusieurs génes de susceptibilité et de facteurs environnementaux.

L’impact de ces facteurs dans la survenue des MICI est suggéré par I’augmentation d’incidence de la

18,19

MC depuis les années 1950, par les variations d’incidence chez les migrants ™, par I’absence de

concordance parfaite entre jumeaux homozygotes®, et par Pexistence de formes conjugales

statistiguement plus fréquentes que ne le voudrait le hasard.

b) Facteurs environnementaux

Le tabagisme et I’appendicectomie sont deux facteurs environnementaux clairement impliqués dans

le développement et 1’évolutivité des MICL.

Le tabac a des effets opposés au cours des MICI. Il protege contre la RCH et améliore son évolution,

mais favorise le développement de la MC et aggrave son évolution.
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En effet, la RCH survient moins fréqguemment chez les fumeurs avec un risque relatif de développer
cette affection 2,5 fois moins élevé que chez les sujets n’ayant jamais fumé. Une fois déclarée, la RCH
est moins sévere chez les fumeurs ; elle s’étend moins souvent vers le colon proximal, elle nécessite
plus rarement le recours a la corticothérapie et plus tardivement a la colectomie ; enfin, elle est

moins souvent associée a une cholangite sclérosante primitive.

A contrario, le risque relatif de développer une MC chez les fumeurs est deux fois plus élevé (plus
dans sa forme iléale que colique), et le tabac augmente le risque de chirurgie précoce, de recours a

la corticothérapie et de récidive post opératoire®.

De méme, I’appendicectomie a un effet protecteur pour la RCH, d’autant plus si celle-ci est réalisée

avant ’age de 20 ans mais a peu d’effets sur la MC>?,

D’autres facteurs tels que la contraception orale, la pollution, I’alimentation et le stress sont évoqués

mais des études complémentaires sont nécessaires afin de le confirmer® .

c) Influence du microbiote intestinal et dysfonctionnement du systéeme immunitaire

Le microbiote intestinal renferme 10714 bactéries avec plus de 500 espéces différentes®. De

nombreux arguments sont en faveur d’une influence du microbiote dans les MICI.

Tout d’abord le microbiote des patients difféere de celui des sujets sains avec prés de 30% de

bactéries habituellement non retrouvé™,

Il existe 3 grands groupes bactériens principalement retrouvés dans la flore digestive : Firmicutes,

Bacterioidetes et Actinobacteria®.

De nombreuses études ont montré une diminution de la biodiversité du microbiote chez les patients
atteints de MICI, notamment dans les groupes Firmicutes et Bacterioidetes, avec une réduction du
nombre de bactéries Faecalibacterium prausnitzii (groupe Firmicutes) et Bacteriodes fragilis (groupe

Bacterioidetes), reconnus pour leur propriétés anti-inflammatoires®*®. A contrario, et notamment dans
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le cas de la MC, on observe une plus grande proportion d’entérobactéries, habituellement tres peu
présentes dans le microbiote, avec notamment Escherichia coli, qui a développé un nouveau groupe
pathogene : les AIEC (Escherichia coli adhérents et invasifs), que ’on retrouve en plus grande
proportion dans la MC (36% vs 6% dans la population controle)***. Tous ces arguments confortent

I’implication du microbiote®,

Ainsi, une réponse immunitaire inappropriée vis-a-vis des constituants de la flore intestinale
correspondant a une rupture de tolérance orale a certains antigénes bactériens de la flore commensale
digestive, constitue I’hypothése physiopathologique la plus couramment admise®. Cette rupture de la
tolérance muqueuse s’explique par un déséquilibre entre d’une part les cytokines pro et anti-

inflammatoires et d’autre part entre les cellules effectrices et les cellules régulatrices.

Les cellules dendritiques, considérées comme cellules présentatrice d’antigéne aux lymphocytes naifs
ThO, ont pour réle de favoriser leur différenciation en lymphocytes T régulateurs (Treg) face aux
bactéries commensales, et en lymphocytes T effecteurs Thl, Th2 et Th17 en cas d’infection par des
pathogenes. Dans les MICI on retrouve une sur-activation des cellules dendritiques avec une trés
forte différenciation en LT effecteurs et trés peu de LTreg 12°°. Il y a donc perte de tolérance vis-

a-vis du microbiote et développement d’une inflammation récurrente.
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Figure 2 : Schéma récapitulatif des facteurs intervenant dans la physiopathologie des MICI®

2) Epidémiologie

On estime que plus de 210 000 personnes sont suivies en France pour ces affections et plus de 3
millions en Europe®’. L’épidémiologie francaise se caractérise par une incidence élevée de MC et
basse de RCH alors que c’est I’inverse dans la plupart des autres pays européens. Bien que leur
incidence semble se stabiliser dans les pays occidentaux, les pays émergents doivent se préparer a
une augmentation rapide de I’incidence et de la prévalence de la MC et de la RCH, ce qui en fait des

pathologies universelles* .
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3) Diagnostic

a) La maladie de Crohn (MC)

La MC est une maladie inflammatoire chronique pouvant atteindre I’ensemble du tube digestif (de la
bouche a I’anus), de fagon discontinue. L’atteinte la plus fréquente est la partie terminale de 1’intestin
gréle (I’iléon)®. Cette atteinte est transmurale, ¢’est-a-dire que 1’inflammation peut s’étendre sur toute

1’épaisseur de la paroi colique.

La symptomatologie digestive peut étre hétérogene et insidieuse car elle dépend de la localisation, de
la sévérité de I’inflammation et du type de maladie. En général, il faut évoquer une MC devant une
diarrhée prolongée, parfois glairo-sanglante, des douleurs abdominales répétées, et une altération
de 1’¢tat général avec perte de poids®’. Une atteinte proctologique est également rencontrée dans un

tiers des cas sous forme de fissures, d’abcés récidivants ou de fistules complexes®,

Sur le plan biologique, on retrouve principalement un syndrome inflammatoire, une anémie
multifactorielle, et une malabsorption. D’un point de vue immunologique, on utilise les ASCA (Anti-

Saccharomyces Cerevisiae Antibody IgA) ayant une sensibilité de 54.6 % et une spécificité de 92.8
%.49—51

La calprotectine fécale est un marqueur supplémentaire de I’activité inflammatoire intestinale®*®%;

une concentration inférieure a 40 pg/L chez des patients présentant une symptomatologie digestive
écarte le diagnostic d’une MC et peut suggérer un syndrome de I’intestin irritable. Bien que ce seuil
varie d’une étude a I’autre (entre 50 et 250 pg/L), celui de 250 pg/L est utilisé en pratique™.

Ces marqueurs ne sont donc ni suffisants ni nécessaires pour confirmer le diagnostic de MC mais

s’ajoutent aux arguments précédemment décrits.
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L’iléo-coloscopie reste ’examen de référence qui permet d’identifier des Iésions endoscopiques a
type d’ulcérations (aphtoides, linéaires ou en carte de géographie), superficielles ou profondes, de
sténoses, de fistules, ou de pseudo-polypes. Ces lésions sont séparées d’intervalle de muqueuse
saine et une atteinte iléale endoscopique et histologique écarte le diagnostic d’'une RCH, en dehors de

I’exceptionnelle « iléite de reflux ».

Les biopsies confirment 1’atteinte histologique avec la perte de substance muqueuse, la présence de
distorsions glandulaires, de nodules lymphoides, d’une infiltration lympho-plasmocytaire du chorion

et, dans 20 % des cas, de granulomes épithélioides gigantocellulaires sans nécrose caséeuse™.

L’échographie abdominale, le scanner ou encore 1’entéro IRM sont utilisés plus fréquemment dans le
suivi de la MC permettant de diagnostiquer les complications telles que les fistules (et étudier leur

trajet), le retentissement des sténoses et les abcés™.

Le dépistage du cancer colorectal, des atteintes extra digestives (cholangite sclérosante primitive,

arthralgies, uvéite, psoriasis), et I’impact sur la qualité de vie *" sont également essentiels.

La localisation de I’atteinte a tendance a étre stable au cours du temps alors que le phénotype de la
maladie peut évoluer®™. Aprés 20 ans d’évolution, 50 % des patients atteints de MC ont une
complication intestinale et 50 % développent une fistule®*®, 11 est donc primordial d’identifier les
patients présentant des facteurs de mauvais pronostic : un age jeune au diagnostic, le tabagisme
actif, une atteinte iléale ou iléocolique, digestive haute, I’apparition de Iésions anopérinéales ou
I’apparition précoce d’une sténose ou d’une fistule®. Quelques-uns de ces facteurs ont permis d’établir

la classification de Montréal, couramment utilisée dans la pratique clinique®.
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Figure 3 : Classification de Montréal de la Maladie de Crohn*,

b) La rectocolite hémorragique (RCH)

Contrairement a la MC, la RCH se caractérise par une atteinte de la muqueuse, pouvant s’étendre du
rectum au caecum, de facon rétrograde et continue. Par définition, il n’y a pas d’atteinte grélique
sauf dans « I’iléite de reflux », par diffusion de I’inflammation, retrouvée chez les patients présentant
une atteinte pancolique. Cette atteinte pancolique est, par ailleurs, rencontrée dans 25 % des cas au

diagnostic, et dans 50 % aprés 20 ans d’évolution®.

Il faut évoquer une RCH devant une diarrhée glairo sanglante, un syndrome dysentérique, ou un
syndrome rectal (ténesme, épreinte, faux besoins) apres avoir éliminé les colites infectieuses (E. Coli,

Clostridium Difficile, Campylobacter J...) qui constituent le principal diagnostic différentiel®.

Les arguments biologiques sont les mémes que ceux de la MC : la CRP n’étant, cette fois-ci, pas
corrélée a I’activité inflammatoire de la maladie mais plutot & sa sévérité® .
De méme, les p-ANCA (periNuclear Antineutrophil Cytoplasmic Antibodies) ont une spécificité de

88.5% et une sensibilité de 55.3%.%"
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Les caractéristiques retrouvées a I’iléocoloscopie sont un érythéme avec un aspect granité, une
friabilité de la muqueuse, une diminution de la trame vasculaire et des ulcérations. L’inflammation est
continue, sans intervalle de muqueuse saine et la limite supérieure est généralement nette.*
Histologiquement, on retrouve des anomalies architecturales (distorsions ou atrophies cryptiques), des
anomalies de la muqueuse (métaplasie des cellules de Paneth) et un infiltrat de polynucléaires
neutrophiles dans la lamina propria®. A noter, la présence de polynucléaires éosinophiles et/ou
neutrophiles dans la lamina propria est le facteur histologique le plus prédictif d’une rechute
clinique®.

Il n’est pas recommandé de réaliser une oesogastroduodénoscopie en I’absence de signe digestif haut.

Les autres examens d’imagerie tels que 1’échographie abdominale, le scanner abdomino-pelvien ou
I’IRM (entéro IRM ou colo IRM) ont également une place limitée au diagnostic ; ils peuvent étre
toutefois utiles lors du suivi pour le diagnostic de complications telles qu’une colite aigué grave ou

une sténose infranchissable®,

En pratique, une fois le diagnostic de RCH établi, on caractérise son phénotype a I’aide de la

|69

classification de Montréal™ permettant alors d’adapter la prise en charge thérapeutique.

Montréal

Extension E1l : proctite
E2 : colite gauche
[distale & 1'angle splénigue)
EZ : colite étendue
[proximale 4 Mangle splénigue)

Figure 4 : Classification de Montréal pour la RCH®
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4) Traitements

Les MICI sont des maladies chroniques, incurables. Les différents traitements ont tous pour objectif

d’obtenir une rémission lors d’épisodes de poussées puis de maintenir au long cours cette rémission.

Initialement, cette rémission était définie par la disparition de symptomes en 1’absence de corticoides.
Aujourd’hui, certains experts avancent ’intérét d’obtenir une rémission endoscopique avec une
cicatrisation muqueuse compléte ajoutée a une rémission clinique, pour de meilleurs résultats a
long terme™. Ainsi, depuis vingt ans, I’arsenal thérapeutique dans le domaine des MICI est passé de 5
classes médicamenteuses comprenant les aminosalicylés, les corticoides, 1’azathioprine, le
méthotrexate et la ciclosporine a plus d’une dizaine de molécules dont les anti-TNF a et les anti-

intégrines (védolizumab).

Concernant la RCH, les experts nationaux ont établi un algorithme de prise en charge fondé sur le
modele qui vise a augmenter progressivement I’agressivité des thérapeutiques afin de limiter
leurs effets indésirables (figure 5). Cette stratégie « step-up » reste la stratégie dominante dans la
prise en charge des MICI ™,

Concernant la MC, le modele « top-down » (utilisation de traitements puissants d’emblée pour mise
en rémission rapide, puis désescalade) s’est avéré plus efficace avec notamment 1’association
d’immunosuppresseur tel que azathioprine-infliximab® ">, Cette derniére stratégie est utilisée quand

il s’agit notamment d’une MC sévére ou avec facteurs de mauvais pronostic.

Néanmoins, depuis plus de deux ans, une stratégie de « treat to target » (T2T) chez les patients
atteints d’une MC semble se dessiner : elle consiste en une optimisation du traitement en fonction
de marqueurs cliniques et des biomarqueurs tels que la CRP et la calprotectine fécale. Cette
stratégie est a 1’origine d’un recours précoce aux biothérapies, d’une désescalade rapide en cas de
rémission profonde obtenue et d’un coflit-efficacité prometteur d’apres le dernier rapport de ’'UEGW

(United European Gastroenterology Week) .
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Pour finir, voici deux propositions d’algorithmes de traitement pour la MC active de forme

modérée avec facteurs de mauvais pronostic puis pour la RCH modérée active, reposant sur les

recommandations d’experts et de sociétés savantes.

("vedolizumab en aiternative si
intolérance ou contre-indication

@WAAA : Anticorps Anti Anti-TNFa
Miselon définition de I'ECCO : RCH active
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de forme

Patient naif de

déré

traitement,
atteinte iléo-
colique droite,

1**poussée

Echec
primaire
Traitement
d’entretien
Echec
secondaire

l Il Cor érap!
Traitement d’entretien
azathioprine
Intolérance Cortico-dépendance Cortico-résistance

Absence de consensus

}

Azathioprine (58 %)
Anti-TNFa (41 %)

Anti-TNFa*

Echec
primaire

Traitement
d’entretien

Echec
secondaire

_l Dosage PK L

v

:

v

AAA bas ou nul
anti-TNFa résiduel adéquat

AAA éleve
anti-TNFa résiduel inadéquat

Vedolizumab

Changer I'anti-TNFa

AAA bas ou nul
anti-TNFa résiduel inadéquat

Optimiser I'anti-TNFa

haute, i étendue du gréle,

' Facteur de is p

atteinte ano-périnéale, lésions endoscopiq
* vedolizumab en alternative si intolérance ou contre-indication
Dosage PK : dosage pharmacocinétique des taux résiduels de I'anti-TNF alpha et des anticorps. AAA : anticorps anti anti-TNF alpha.

ues sévéres (= ulcére large et/ou profond), age jeune au diagnostic.
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Figure 6 : Algorithme de prise en charge de la MC de forme modérée avec facteurs de mauvais

pronostic’®

32



[11) Carence martiale et anémie dans les MICI

1) Métabolisme du fer

a) Le fer, un élement essentiel

Le fer est un élément fondamental pour la croissance et le développement de la majorité des
organismes vivants, procaryotes et eucaryotes’’. 1l joue un rdle métabolique important dans la
régulation du cycle cellulaire™. Il active les complexes de kinases cycline-dépendantes, favorisant la

progression du cycle cellulaire vers la phase S (phase de réplication de I’ADN)".

Le fer participe également aux mécanismes de respiration cellulaire dans la mitochondrie. Dans la
chaine respiratoire, le fer contenu dans différentes enzymes (cytochrome ¢, NADH déshydrogénase,

succinate déshydrogénase) permet le transfert des électrons, grace a sa capacité d’oxydoréduction.

Enfin, le fer est un élément central de I’héme, molécule incorporée dans des protéines telles que
I’hémoglobine ou la myoglobine. Les hémoprotéines sont impliquées dans le transport de 1’oxygeéne
dans I’organisme, via la fixation d’atomes d’oxygene sur les atomes de fer. L ’hémoglobine et la
myoglobine sont respectivement impliquées dans le transport de 1’oxygéne des poumons aux tissus

périphériques et dans I’apport d’oxygéne au muscle.

b) Distribution

Notre organisme contient en moyenne 4g de fer, ce qui en fait I’oligo-élément le plus présent chez
I’Homme. 25% de ce fer est stocké, principalement via la ferritine qui en est la 1lére protéine de
stockage. Les autres 75% constituent le fer fonctionnel, que 1’on retrouve dans les molécules
d’hémoglobine en grande partie (60%), la myoglobine et d’autres protéines héminiques
(peroxydase, cytochrome) ou non héminiques (ribonucléotide réductase). Enfin une faible proportion

circule dans le plasma (0,1%6) lié & la transferrine (B globuline & réle de transport du fer)®.
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Figure 7 :Le cycle du fer®
c) Absorption

L’apport de fer exogéne est fourni par notre alimentation. Le fer héminique ou ferreux (Fell) que
I’on retrouve dans la viande a une bonne biodisponibilité (20-30%o) tandis que le fer non héminique
ou ferrique (Felll) issu des fruits et légumes n’est absorbé qu’a 5%. Sa biodisponibilité pourra étre
augmentée en cas d’apport de vitamine C, ou au contraire diminué par un apport en calcium ou la
consommation de thé et café®?. Au total I’alimentation fournit quotidiennement environ 1mg de fer
absorbé, ce qui suffit pour compenser le fer excrété®.

Le fer, principalement présent sous forme Felll est d’abord réduit en Fell grace a des réductases,
telles que DCTYB (Duodenal cytochrome B) dont I’expression est fonction de la quantité de fer
présente®. Ensuite Fell pénétre par le pdle apical d’un entérocyte de Dintestin gréle via un
transporteur membranaire : Nramp/DMT1 (Natural Resistance Associated Macrophage
Protein/Divalent Metal Transporter 1). Il s’agit d’un co-transporteur de protons et Fell, codé par le
géne SLC11A2, indispensable a 1’absorption intestinale du fer, dont I’expression est fonction du taux
de fer aussi bien endogéne qu’exogéne. Une fois absorbé, le fer peut étre stocké gréace a la ferritine,
ou alors transféré au pdle basal de 1’entérocyte, ou il sera pris en charge par un second transporteur
membranaire, la ferroportine (=IREG1 = Iron Regulated Transporter), protéine transmembranaire
codée par le géne SLC40A1 permettant au fer de quitter la cellule®. 1l est ensuite immédiatement

oxydé en Felll grace & I’héphaestine®.
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Figure 8 : Absorption du fer®

d) Homéostasie du fer

Il n’existe aucun mécanisme de régulation des pertes en fer. C’est donc uniquement au niveau de

I’absorption que se fait la régulation du stock en fer de I’organisme.

Il existe trois principaux mécanismes de régulation de I’absorption.
e Larégulation par les protéines régulatrices du fer

Si la quantité de fer plasmatique est faible, ’entérocyte immature va augmenter sa synthése de
transporteur et diminuer sa synthése de ferritine. Une fois mature, il présentera beaucoup de
transporteurs et peu de ferritine. Le fer sera plus facilement absorbé et moins éliminé. Cette régulation
est assurée par les protéines régulatrices du fer (IRP)®.

Les IRP sont des protéines capables de se fixer sur une partie spécifique de I'ARN messager
nommeé élément de réponse au fer (ou IRE, iron responsive element) pour réguler son métabolisme.

En cas de carence en fer, I'IRP interagit avec I'ARNm entrainant un blocage de la traduction de
I'’ARNmM ferritine (inhibition de la synthése de la ferritine) et une protection de I'ARNm Transferrine,

ferroportine, DMT1 (augmentation de la synthése)
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e Larégulation par ’'HFE

Dans les conditions normales, I’appréciation des besoins en fer de 1’organisme par les cellules
immatures de la crypte dépend de la concentration intracellulaire du fer capté par 1’intermédiaire du
récepteur de la transferrine qui interagit avec la protéine HFE. Les cellules immatures de la crypte,
programmées par cette information, se transforment en entérocytes matures et module leur activité de
transporteur ferroportine par I’intermédiaire de 1’hepcidine.

De ce fait, en cas de carence martiale, la protéine HFE va inhiber la production d’hepcidine au
niveau hépatique et donc entrainer une majoration de I’absorption intestinale par I’intermédiaire de

la ferroportine.

e Larégulation par I’hepcidine

L’hepcidine joue aussi un réle majeur dans le contréle de I’absorption. C’est un petit peptide hormonal
synthétisé par le foie (« hep » pour hépatocyte et « idine » pour son acticité antimicrobienne) qui se
fixe sur la ferroportine présente sur les membranes des cellules, provoquant sa dégradation.

Lors d’une carence martiale, la synthése d’hepcidine est inhibée et permet la biodisponibilité

sanguine du fer circulant.

Au contraire, lors d’un état inflammatoire, I’'IL-6 va stimuler la synthése d’hepcidine87. Il en résulte
donc une rétention de fer a I'intérieur des cellules (intestinales et macrophages) et une diminution

du fer circulant plasmatique.

L’hepcidine joue donc un role essentiel pour I’homéostasie du fer mais est également au coeur du

probléme des anémies dans les MICI, que nous aborderons plus loin.
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Figure 9 : La régulation de I'hepcidine®

2) Les différents types d’anémie dans les MICI et leur
physiopathologie

L’anémie est la complication la plus fréquemment rencontrée au cours des MICI. De multiples

étiologies sont en cause dont 2 principales®.

a) Anémie par carence martiale

e Due au régime alimentaire

Le régime alimentaire des patients atteints de MICI est souvent altéré afin de réduire les symptémes
digestifs de la maladie. Ces modifications peuvent avoir pour conséquence une diminution d’apport
en fer ou de sa biodisponibilité par rapport a une population contréle. Une étude réalisée en 2004 s’est
consacrée aux habitudes alimentaires de 91 patients atteints de MICI et 91 personnes saines
(population contrdle) sur une semaine entiére®. Cette étude a montré que I’apport en fer est plus
faible chez les patients atteints de MICI que chez les personnes saines (9,3 mg/j vs 11,6 mg/j p
0.002) Bien que cette diminution d’apport en fer soit constatée pour tous les sous-groupes de patients,
elle n’est significative que pour les femmes de moins de 50ans et pour les hommes. L’apport en fer par
kcal est lui aussi réduit de facon significative chez les patients (4,5 mg/1000kcal vs 5,6 mg/1000kcal).
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Dans un troisieme temps, ils ont montré que peu de patients consomment la quantité de fer
recommandé dans les apports nutritionnels de référence qui sont 14,8 mg/j pour les femmes de moins
de 50ans et 8,7 mg/j pour les femmes de plus de 50ans et pour les hommes. Seuls 32% des patients

atteignent cette valeur, contre 42% dans la population contrdle.

En regardant de plus prés leur alimentation, ils n’ont retrouvé aucune différence significative entre les
2 groupes concernant I’apport énergétique journalier, ou encore I’apport de protéines, lipides et
glucides. Ainsi, la viande ou méme les Iégumes apportent aux deux groupes la méme quantité de fer.
En revanche les céréales, moins consommées par les patients contribuent a un apport amoindri
en fer, et notamment les céréales que nous consommons au petit-déjeuner n’apportent que 0,9 mg/j de
fer contre 2,4mg/j dans la population contrdle. lls se sont ensuite intéressés spécifiquement au fer
héminique puis non héminique, ainsi qu’a différents facteurs influencant leur absorption. Le fer
héminique, qui représente environ 15% du fer biodisponible dans notre organisme, est retrouvé en
guantité équivalente dans les 2 groupes. En revanche le fer non héminique est moins retrouvé chez
les patients MICI (8,4 mg/j vs 10,8 mg/j). Cela peut se comprendre car le fer non héminique est
principalement retrouvé dans les aliments riches en fibre, qui sont justement les aliments évités par
les patients par crainte d’une exacerbation des symptomes digestifs. Toutefois si on s’intéresse a la
biodisponibilité estimée du fer non héminique, il n’y a plus de différence entre les 2 populations. Cette
estimation se calcule avec la quantité de fer non héminique consommée, mais également en tenant
compte de la quantité de protéines animales, d’acide ascorbique et d’acide phytique consommé. En
effet I’acide ascorbique (utile a 1’absorption du fer) est moins retrouvé chez les patients (car ces
derniers consomment moins volontiers des fruits) de méme que I’acide phytique, qui lui, réduit
I’absorption du fer (principalement retrouvé dans les céréales et 1égumineuses). L’un dans I’autre la
biodisponibilité estimée du fer non héminique est sensiblement identique entre les 2 groupes. Pourtant
si on cumule la quantité de fer héminique et non héminique potentiellement biodisponible, il existe
une différence significative : 1,11 mg/j pour les patients contre 1,34 mg/j pour la population controle.

En conclusion, cette étude a mis en évidence un apport en fer réduit chez les patients atteints de MICI,
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trés certainement lié & un régime alimentaire pauvre en certaines céréales, qui contribue a un état

de carence martiale fréquemment retrouvé chez ces patients.
e Par malabsorption intestinale

Les MICI s’accompagnent fréquemment d’une malabsorption intestinale. 11 s’agit d’une malabsorption
d’un ou plusieurs nutriments, notamment le fer, a travers la barriére intestinale. De multiples étiologies

peuvent étre retrouvées dans le cas des MICI.

Une étude sur 19 patients™ atteints de MC dont certains sont en poussée et d’autres en rémission, s’est
intéressée a la concentration en fer aprés ingestion de celui-ci par voie orale. Dans le cas de forme
inactive de la maladie : la concentration en fer accroit fortement puis se stabilise jusqu’a H4, alors que
dans les formes actives de la MC : la concentration augmente légérement a H1 puis décroit
rapidement. Cette méme étude a comparé 1’aire sous la courbe pour 1’absorption de fer pour un méme
sujet a 2 moments clés : en phase active puis inactive de la maladie, aprés ingestion de fer a raison de
1mg/kg. On constate bien une différence significative entre la phase active avec une AUC de 49,5
et la phase inactive avec une AUC de 289. Dans cette étude, les chercheurs ont corrélé cette
malabsorption intestinale du fer au caractére inflammatoire de la maladie ; avec une élévation du

taux d’IL-6 et de la CRP inversement proportionnelle & la diminution de I’AUC.

39



140

120

Inactive
—— Active

100

80

60

40 -

Serum Iron (mcg/dL)

20

0 1 2 3 4 5
Time (hours)

Figure 10 : Absorption du fer en phase active vs inactive®

La deuxiéme hypothése envisagée pour justifier la mauvaise absorption intestinale du fer en cas de
MICI concerne le microbiote intestinal. En effet les bactéries de la flore digestive semblent avoir un
impact sur I’absorption du fer par notre organisme. Une augmentation quantitative (>10"5/ml) mais
également qualitative de bactéries, encore appelé « pullulation microbienne » fréquemment retrouvé
lors des maladies inflammatoires intestinales, est en faveur d’une mauvaise absorption des
nutriments et notamment du fer®. Une récente étude® a mis en évidence le cas d’un jeune homme
de 23 ans, atteint d’anémie chronique depuis I’enfance, réfractaire aux traitements, et associant une
diarrhée chronique. Malgré une supplémentation en fer par voie intra-veineuse, son taux
d’hémoglobine reste trés faible de I'ordre de 5 g/dl. Suspectant une pullulation microbienne
intestinale, le patient est alors traité par antibiothérapie : amoxicilline-acide clavulanique +
metronidazole pendant 2 semaines, puis a nouveau supplémenté en fer. Son taux d’hémoglobine est
alors remonté a 9,3g/dl, son taux de fer lui aussi s’est stabilisé, et ses symptomes digestifs se sont
résolus. Bien que peu représentative (un seul sujet étudié) cette étude permet de pointer du doigt le
role des bactéries dans 1’absorption intestinale du fer et la régulation de la concentration bactérienne
semble €tre une des solutions pour faciliter I’absorption intestinale du fer dans le cas d’anémie par

carence martiale, réfractaire aux différents types de supplémentation.
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Dans les MICI, ces formes de pullulation microbienne, sont notamment retrouvées dans les
phénotypes fistulisants.

Si on continue a s’intéresser aux bactéries intestinales, une diminution du taux de lactobacilles
pourrait induire une malabsorption intestinale du fer. Hors, certaines études ont mis en évidence une
diminution des lactobacilles dans le microbiote des patients atteints de MC. Une étude indienne®
réalisée sur des femmes qui présentent une anémie par carence martiale montre une diminution
significative du taux de lactobacilles chez les patientes anémiées par rapport a la population controdle.
A contrario, les autres bactéries étudiées (Bifidobacterium, Bacterioides, Eubacterium et Clostridium)
présentent le méme taux dans les 2 groupes : aucune différence significative n’a pu étre retrouvée. Le
role des lactobacilles dans I’absorption du fer est multiple : d’une part ils facilitent la formation

d’AG a courtes chaines qui vont faciliter I’absorption du fer et d’autre part ils inhibent les acides

phytiques, qui, comme nous I’avons vu précédemment, bloquent ’absorption du fer®.

Autre hypothése qui pourrait justifier une malabsorption en fer : le syndrome du gréle court®™. On
parle de syndrome du gréle court lorsqu’il reste moins de 1m50 a 2m d’intestin gréle post-duodénal, ce
qui peut étre le cas apres une résection chirurgicale dans le cas de MICI. Suite a de telles résections,
I’intestin doit s’adapter et ce raccourcissement a bien sUr un impact sur le fonctionnement intestinal
tout entier, avec notamment une malabsorption fonctionnelle de nombreux nutriments (dont le fer)

suite a la chirurgie.

e Par saignements intestinaux

Dans le cas des MICI, il n’est pas rare d’observer des pertes sanguines digestives, que ce soit a
I’intestin gréle, au cblon, au rectum ou encore a I’anus. Ces saignements sont la cause des différents
symptomes de la pathologie : abces, perforation, fissure, hémorroides, fistules, etc. S’ils sont

conséquents, ils peuvent étre la cause de carence martiale chez ces patients.
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b) Anémie inflammatoire

L’anémie inflammatoire, encore appelé « anémie des maladies chroniques » par les anglo-saxons, se
caractérise par des perturbations de ’homéostasie du fer, avec une déviation du fer libre circulant vers

ses sites de stockage, limitant ainsi la biodisponibilité du fer pour 1’érythropoiése.” (voir figure 11).

e Augmentation des stocks en fer

Pour mettre en évidence ce phénomene, une étude s’est intéressée a des souris auxquelles on injecte
les cytokines pro-inflammatoires IL-1 et TNF-a. Elles développent alors rapidement une carence
martiale et une anémie, imputable a la synthese de ferritine (principale protéine de stockage du fer)
stimulée par les cytokines®. Dans les maladies inflammatoires, c’est la phagocytose des érythrocytes
et le transporteur DMT1 qui participent au stockage du fer dans les macrophages. L’INF-y, 'TNF-a et
les lipopolysaccharides (LPS) augmentent I’expression de DMTI1, et donc en conséquence,
augmentent ’absorption du fer par les macrophages. Les cytokines pro-inflammatoires participent
également a la rétention du fer dans les macrophages en diminuant I’expression de ferroportine et
empéchant ainsi au fer de quitter les cellules.

Les cytokines anti-inflammatoires comme IL-10 peuvent aussi induire une anémie. Une étude
randomisée” menée en double aveugle, s’est intéressée a I'impact de I'IL-10 dans I’anémie
inflammatoire. Pour cela 329 patients atteints de MICI en phase de poussée ont été sélectionnés. 66
patients ont recu le placebo et les autres patients ont été divisés en 4 groupes, ou chaque groupe a regu
une dose différente d’IL-10, quotidiennement et pendant 28 jours. On observe alors une diminution
significative du taux d’hémoglobine dans les groupes ayant recu une forte dose d’IL-10 (3 groupes
sur 4) contrairement au groupe placebo, suggérant ainsi I’induction d’une anémie par I’IL-10. Au
cours de cette thérapie, ils ont également mis en avant une augmentation significative du taux de
ferritine (& J15). L’anémie dans ce cas peut s’expliquer par la stimulation de synthése de ferritine qui
va donc induire le stockage du fer, avec pour conséquence, moins de fer biodisponible pour les

érythrocytes et leurs progéniteurs pour I’érythropoiése, et donc induction d’une anémie.

42



e Altération de la prolifération de la lignée érythrocytaire

La prolifération et la différenciation des progeniteurs de la lignée érythroide : erythroid burstforming
units (BFU-E) et erythroid colony-forming units (CFU-E) est altérée chez des patients ayant une
anémie inflammatoire, d(i & P’effet inhibiteur des cytokines INF-o, INF-B, INF-y TNF- o et IL-1%.
L’INF-y semble étre la cytokine ayant 1’effet inhibiteur le plus marqué, avec un effet plus prononcé en
amont de 1’érythropoiése, donc une inhibition plus importante sur les BFU-E que les CFU-E®,
Différents mécanismes peuvent expliquer I’impact des différentes cytokines (INF-y TNF-a et IL-1) sur
I’érythropoiese™. En premier lieu, les cytokines pro-inflammatoires peuvent induire ’apoptose des
progéniteurs érythropoiétiques de fagcon directe, en stimulant la formation de céramide, molécule
connue pour agir dans le mécanisme d’apoptose. La deuxiéme explication est une diminution
d’expression des récepteurs a I’érythropoiétine (EPO) sur les progéniteurs cellulaires, avec donc
pour conséquence une érythropoiese plus lente et moins performante. De la méme fagon les cytokines
peuvent aussi interférer dans le mécanisme de formation de I’EPO en diminuant sa synthése finale
ou son activité. Un autre mécanisme qui met en cause les cytokines est le fait qu’elles diminuent
également I’expression d’autres facteurs hématopoiétiques que I’EPO, comme par exemple le stem-
cell factor (SCF) qui est un facteur de croissance hématopoiétique se liant a un récepteur de tyrosine

kinase.
e Role de I’hepcidine

La surexpression de I’hepcidine est un des mécanismes en cause dans 1’anémie inflammatoire.

En effet la synthése d’hepcidine est inhibée en présence d’une anémie, d’ une hypoxie érythrocytaire
ou d’une forte quantité d’EPO. A I’inverse, la synthése d’hepcidine sera stimulée en cas de forte
concentration plasmatique en fer ou en présence de cytokines pro-inflammatoires. Donc lors d’une
poussée de MICI, I’IL-6 synthétisée va stimuler la synthése d’hepcidine et ainsi piéger le fer aux
entérocytes et macrophages, conduisant a une anémie inflammatoire ferriprive. De récentes études
ont permis de suggérer qu’une thérapie anti-hepcidine pourrait prévenir ’apparition d’une carence

martiale, ce qui semble efficace. En revanche cela souléve également un probléme : I’hepcidine est
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un peptide anti-infectieux car il prive les pathogénes du fer dont ils ont besoin donc une thérapie
anti-hepcidine bien qu’efficace contre 1’anémie ferriprive sur un modéle murin, n’apporte aucun

intérét en terme de survie®.

Figure 11 Physiopathologie de I'anémie inflammatoire®
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3) Exploration et distinction entre anemie ferriprive et
inflammatoire

a) Ferritine

La ferritine est une protéine oligomére caractérisée par une enveloppe de protéine creuse capable de
stocker des quantités importantes de fer sous une forme non toxique, soluble et biodisponible. I
sert de réservoir de fer pour les besoins cellulaires de presque toutes les cellules humaines. Les
principaux sites de stockage de la ferritine sont le foie, la rate et le muscle squelettique '®. La
mesure de la ferritine fournit une estimation indirecte utile des réserves de fer corporelles. De petites

guantités de ferritine sécrétées dans la circulation peuvent étre mesurées par immunodosage.

Dans la population saine, les concentrations élevées de ferritine indiquent habituellement une
augmentation des réserves de fer, mais un certain nombre de troubles peuvent également augmenter
les taux sériques de ferritine indépendamment du fer telles que les syndromes inflammatoires, les

Iésions aigués et chroniques du foie, ainsi que les dommages & d*autres tissus (muscle)'®.

D'autre part, les conditions qui abaissent les taux sériques de ferritine sans carence en fer sont

I'hypothyroidie et la carence en vitamine C'.

Dans les MICI et selon le recommandations ECCO, la valeur seuil pour le diagnostic d’une anémie par
carence martiale est : ferritine < 30 pg/L. En revanche, on retiendra le diagnostic d’anémie
inflammatoire si : ferritine > 100 pg/L'™. Entre ces deux valeurs, Putilité d’autres marqueurs plus

sensible permet de faire la distinction entre ces deux entités.
b) Coefficient de saturation de la transferrine (CST)

La transferrine est une béta globuline synthétisée par le foie. Elle est constituée d’une seule chaine
polypeptidique porteuse de deux sites de fixation du fer, a raison de deux atomes de fer par molécule
de transferrine. Elle permet donc le transport du fer de D’intestin vers les érythroblastes

médullaires et la récupération du fer aprés destruction des érythrocytes par les macrophages.
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Le dosage de la transferrine couplée au dosage du fer sérique, mesure le coefficient de saturation en
tranferrine (CST) selon la formule : CST (%) = Fer (umol/L) / Capacité totale de fixation de la

Transferrine (CTF) (umol/L) avec CTF = transferrine dosée (g/l) x 25'%.

Sa valeur normale varie entre 20 et 40%. C’est un bon indicateur du transport et de la livraison du fer,
reflétant en premier lieu le fer disponible pour 1’érythropoiése. Un taux bas signe un défaut

d’approvisionnement en fer de la moelle osseuse.

Il est donc diminué en cas de carence martiale ou d’inflammation. Cependant, en cas de carence
martiale vraie, le CST sera plus bas qu’en cas d’inflammation associée. En effet, le fer sérique est
abaissé dans les deux situations, mais la synthése de transferrine est stimulée lors d’une carence

vraie alors qu’elle est inhibée en situation inflammatoire'®,

C’est pourquoi, le CST ne suffit donc pas a différencier ces deux mécanismes.

c) Autres marqueurs sériques

Trois autres marqueurs sériques présentent des performances diagnostiques intéressantes : la
protoporphyrine zinc (PPZ), le pourcentage de globules rouges circulants hypochromes, et le contenu

en hémoglobine des réticulocytes.*®

L’héme résulte de la fixation du fer sur une molécule de protoporphyrine. En situation de carence
martiale, le zinc remplace le fer dans I’héme et on constate donc une augmentation de la
protoporphyrine zinc dans les globules rouges (avec un seuil de 80 mg/dL) '®. Cependant, ce
marqueur est également influencé par le sepsis ou ’inflammation et 1’automatisation de sa mesure

est difficile, rendant son accessibilité modérée.

Le pourcentage de globules rouges circulants hypochromes (par rapport aux globules rouges
totaux) est également un marqueur de carence martiale, avec un seuil de 6 % '®. Cependant, un

échantillon de sang frais est nécessaire et les automates de mesure sont tres peu répandus.
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Le contenu en hémoglobine des réticulocytes est, quant a lui, un indicateur trés précoce du statut
martial. Il indique le fer disponible pour 1’érythropoiése durant les trois a quatre jours qui précédent le
prélévement'”’. En cas de valeur inférieure & 27,2 pg, le diagnostic de carence martiale est posé. Une
fois encore, I’accés a ce marqueur est trés limité, et 1’on assiste a des valeurs faussement normales

en cas de volume globulaire moyen augmenté ou de thalassémie.

d) Contenu médullaire en fer
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Figure 12 : Frotti de moelle osseuse avec accumulation de fer dans les érythroblastes'®

Cette donnée est considérée comme une valeur de référence dans le cadre de la carence martiale. Elle
repose sur ’interprétation du myélogramme. Les stocks de fer sont évalués de fagcon semi-quantitative

apres coloration au bleu de Prusse de Perls et examen microscopique.
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L’absence de fer visible aprés coloration signant le diagnostic de carence martiale, tandis que dans
les anémies inflammatoires, les macrophages sont surchargés de fer extra érythroblastique.
Plusieurs études sur les patients atteints d’insuffisance rénale chronique ou d’insuffisance
cardiaque se sont intéressées a la corrélation entre le frottis de moelle osseuse et les marqueurs de
la carence martiale utilisés en pratique courante’®***. Dans ces études, le seuil de ferritine & 30pg/L
objectivait une bonne spécificité mais une tres mauvaise sensibilité. En effet, dans ces pathologies
présentant un état pro-inflammatoire constant, le taux de ferritine augmente en conséquence
souvent méme au-dela de 30 pg/L. Les auteurs ont donc suggéré un seuil de 100 ug/L afin de dépister
au mieux la carence martiale dans ces populations.

L’analogie avec les MICI serait rationnelle mais aucune étude semblable existe puisque le
myélogramme reste un examen invasif et difficile 2 mettre en ceuvre en pratique.

De ce fait, il est nécessaire de s’appuyer sur un autre marqueur de la carence martiale également

non influencé par I’état inflammatoire mais moins invasif.
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e) Reécepteur soluble de la transferrine (RsTr)
e Structure et distribution du récepteur de la transferrine (R-TF)

Les R-TF sont des protéines clés pour I’acquisition cellulaire du fer transporté par la transferrine.
Ils appartiennent au groupe des récepteurs de la membrane plasmique, dits de type 2, parce qu’ils
sont soumis a un cycle endocytose-recyclage.

Ce sont des glycoprotéines présentes sous forme de dimeres de deux sous unités identiques ayant un

poids moléculaire total de 190KDa (2x 95 KDa), reliées par deux ponts disulfures.

Figure 13 : Récepteur de la transferrine'*’

Le R-TF est une protéine ubiquitaire, exprimée par tous les types cellulaires a I’exception des
érythrocytes matures. Toutefois son expression est la plus élevée dans les cellules synthétisant
I’hémoglobine, dans les cellules normales en phase de division rapide ainsi que dans les cellules
malignes. Dans la lignée érythroide, le nombre de récepteurs présents a la surface des cellules varie
entre 104 et 106 suivant le type cellulaire, 1’état de prolifération ou de différenciation et suivant le

statut en fer’®18119 - Ajngj,

le nombre de récepteurs augmente progressivement au cours de la

maturation des précurseurs érythropoiétiques dans la moelle osseuse, pour atteindre un maximum de
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I’ordre de 106 par cellule au stade d’érythroblaste avant de diminuer autour de 100 000 dans le
réticulocyte.

Les précurseurs médullaires de la lignée érythrocytaire contiennent plus des deux tiers des récepteurs
de I’organisme. Ils sont exprimés dés le stade BFU-E'%°.

Parmi les cellules riches en R-TF, nous pouvons également citer les cellules hépatiques, les cellules
cryptales de I’intestin grélem, le pancréas endocrine, les testicules. Inversement, les neurones ont un
petit nombre de R-TF de sorte que le tissu nerveux est précocement affecté par les carences

martiales.

e Récepteur soluble de la transferrine (RsTr)

Le RsTr a été isolé du sérum humain par chromatographie d’immuno-affinité avec un anticorps
monoclonal*?. 1l correspond a la forme tronquée du récepteur membranaire, générée par coupure
protéolytique du domaine extracellulaire entre Arginine 100 et Leucine101. 1l a donc perdu par rapport
au R-TF intact les domaines cytoplasmique et transmembranaire ainsi que les ponts disulfures qui
retenaient ensemble les deux monomeéres.

Le RsTr est donc une protéine monomerique de masse moléculaire d’environ 85 kDa ayant toujours
la capacité de lier une molécule de transferrine. Moins de 1% des récepteurs solubles plasmatiques
sont des récepteurs intacts provenant probablement de la lyse cellulaire. Le RsTr est un marqueur
biologique augmenté en cas d’anémie par carence martiale lorsque la biodisponibilité du fer pour

1’érythropoiése est faible'*®

. A contrario son taux ne variera pas en cas d’anémie inflammatoire car
I’action des cytokines pro-inflammatoires va exercer un rétrocontréle négatif et empécher une
augmentation de RsTr. Ainsi la détermination des taux de RsTr et de ferritine est intéressante afin de
distinguer les patients atteints d’une anémie inflammatoire qui auront un taux normal ou diminué
de RsTr (< 1.8), des patients atteints d’anémie par carence martiale (+/- associé a une anémie
inflammatoire) qui auront, eux, un taux augmenté de RsTr (> 1.8)'%.

Dans le domaine des MICI, plusieurs études se sont intéressées & ce marqueur avec comme méme

conclusion, un taux de détection de la carence martiale supérieur aux marqueurs utilisés en

50



pratique courante'® %,

Néanmoins, aucune étude s’est penchée sur la corrélation entre ce « gold
standard » et les autres marqueurs. Elles n’ont pas, non plus, objectivé de meilleur seuil pour la

détection de la carence martiale.

Ainsi le diagnostic et le traitement de ’anémie par carence martiale chez les patients atteints d’une
MICI est une priorité pour leur qualité de vie et nous manquons, a ce jour, de marqueurs fiables
pour distinguer I’anémie par carence martiale de I’anémie inflammatoire.

C’est pourquoi, nous avons réalisé cette étude afin d’évaluer dans un premier temps la performance
diagnostique des marqueurs utilisées en routine (ferritine et CST) a I’aide du gold standard (RsTr)

et ainsi dans un second temps, trouver de meilleurs seuils pour guider la thérapeutique.
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Abstract

Iron deficiency is common in inflammatory bowel disease (IBD) and can negatively affect quality of
life even in the absence of anemia. Diagnosis of iron deficiency is based on ferritin and transferrin
saturation (TfS) in routine practice, yet guideline thresholds are not evidence-based. Serum levels of
soluble transferrin receptor (STfR) is the best noninvasive test as it is not influenced by inflammation,
but the test is costly with low availability. Thus, the aim of this study was to evaluate for the first time
the accuracy of ferritin and/or TfS for diagnosing iron deficiency in IBD and identify the optimal
thresholds of these parameters using sTfR as the gold standard. Serum samples were collected from
IBD patients (n=2,072) receiving a biologic in routine practice. Diagnostic accuracy was assessed
using receiver operating characteristic curves for ferritin and TfS levels separately or combined. No
ferritin or TfS threshold had good diagnostic performance in CD patients. In UC patients with CRP
<10mg/L, optimal iron deficiency diagnostic performances were observed with ferritin and TfS
thresholds of 65 pg/L and 16% respectively. For UC patients with CRP >10 mg/L, the thresholds with
the best diagnostic performance were 80 pg/L for ferritin and 11% for TfS. There was no added value
for combined ferritin and TfS. In conclusion, we found that ferritin and TfS are reliable parameters for
iron deficiency diagnosis only in UC patients, at thresholds different from current guidelines. In CD

patients, sTfR should be used given the poor diagnostic performance of ferritin and TfS.

Introduction

Ulcerative colitis (UC) and Crohn’s disease (CD) are chronic and remitting conditions of the gastro-
intestinal tract, called inflammatory bowel diseases (IBD) *****. Iron deficiency (ID) is common in
IBD patients, with a prevalence of ~45% > and is the main cause of IBD-associated anemia °. ID can

negatively affect quality of life of patients with IBD even in the absence of anemia "**

and may be
responsible for a number of symptoms, including fatigue ° headache °, restless legs syndrome **, hair
loss™, stomatitis and glossitis °. The diagnosis of ID in IBD is challenging given the presence of

chronic inflammation, which interferes with the levels of ferritin and transferrin saturation (TfS) that

are commonly tested in the clinic ***'%, According to European Crohn's and Colitis Organisation
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(ECCO) guidelines, patients without clinical, endoscopic, or biochemical evidence of active disease
have ID if levels of serum ferritin are <30 pg/L °*. In patients with active inflammation, a serum
ferritin level of 30-100 pg/L indicates that a combination of true ID and inflammatory anemia is
probably present. Despite their widespread use in therapeutic decision-making, the ECCO thresholds
were set arbitrarily, have not been experimentally tested, and probably underestimate ID*****. Many
other markers of ID exist, including serum soluble transferrin receptors (sTfR), sTfR/log ferritin ratio
(TfR-F), red blood cell size factor (RSF) **® and serum levels of hepcidin **’. However, in routine
practice only ferritin and TfS are used. Notably, recent studies have shown that STfR ** are able to
distinguish 1D anemia and anemia of inflammation with greater accuracy than ferritin and TfS #41%,
This superiority might be explained by the fact that levels of these markers are not influenced by
inflammation, unlike ferritin and TfS. Large studies evaluating the diagnostic performance of ID
parameters (TTS, ferritin, sTfR and TfR-F) specifically in IBD patients are lacking. To date, only four
studies have been published examining the clinical value of sTfR or TfR-F in detecting ID in IBD %
Although these studies **#** showed that ID detection rates with sTfR or TfR-F are higher than the
commonly used markers TfS and ferritin, sTfR is rarely used in routine practice by IBD physicians
due to high costs and low availability. The aims of this study were to evaluate the accuracy of
currently recommended TfS and/or ferritin cut-offs for the diagnosis of ID, using sTfR as the gold
standard due to the inflammation that is present in IBD patients, and to identify the optimal thresholds

to predict ID in a large cohort of patients with IBD.

Material and Methods

Study design

All adult IBD patients receiving at least one infusion of biologic (vedolizumab or infliximab) between
January 2015 and September 2017 in the Medical Day Hospital of Nancy University Hospital were
retrospectively recruited and all infusions performed during this time window that recorded serum

levels of hemoglobin, high-sensitivity CRP, ferritin, TfS and sTfR, were considered. The recruitment
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procedure included a detailed history of the IBD. Localization and phenotype of the disease were
categorized according to the Montreal classification. IBD activity was assessed using Harvey
Bradshaw index for CD, partial Mayo score for UC and C-reactive protein (CRP) level which were
routinely available in our center. Information about the Nancy IBD cohort is reported to the
Commission Nationale de I'Informatique et des Libertés (no. 1404720), which supervises the
implementation of the act regarding data processing, data files and individual liberties that came into
effect on 6 January 1978, and was amended on 6 August 2004, to protect the personal data of
individuals. The research was approved by the relevant institutional review boards or ethics

committees and that all human participants gave written informed consent.

Definitions
Following ECCO guidelines **, presence of ID was defined as serum ferritin <30 pg/L. In patients
with active inflammation, ID was considered associated to inflammatory anemia if serum ferritin level

was 30-100 pg/L. STFR was used as gold standard to assess ID, defined as sTfR >1.8 .

Statistical analysis

Population characteristics are presented as numbers of patients and percentages for categorical
variables and as mean and standard deviation for continuous variables. For each patient, all infusions
were considered independently. With sTfR as the reference gold standard test, diagnostic sensitivity
and specificity for ferritin level, TfS level and ferritin and TfS levels combined was assessed by
Receiver Operator Characteristic (ROC) curve. For each parameter, area under the ROC curve (AUC)
and Wald 95% confidence interval are presented. Main analyses were conducted in the overall
population (CD and UC patients combined) and then within the present or absent systemic
inflammation subgroups (systemic inflammation was defined as 'present' if serum CRP should be >10
mg/L). Secondary analyses were conducted by pathology (CD or UC) then by disease location. All

analyses were performed using SAS 9.4 Software (SAS Institute, Cary NC, USA)
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Results

Characteristics of the population

Two-hundred and two patients were included in the study, comprising 129 CD patients and 73 UC
patients; 55% percent of patients were men. Patients were on infliximab (n=141) or vedolizumab
(n=61). Patient clinical characteristics are reported in Table 1. Available blood samples (n=2,072)

with levels of ferritin, TfS and sTfR were analyzed. 242 IBD patients had CRP > 10 mg/L.

Accuracy of ferritin, TfS and their combination in the overall IBD population

Using the thresholds set by ECCO guidelines and sTfR as the gold standard for ID diagnosis, the
sensitivity and specificity of ferritin (<30 pg/L) was 0.43 and 0.95, respectively, and of TfS (<20%)
was 0.57 and 0.71, respectively. No other ferritin or TfS cut-off value had a better diagnostic
performance in the overall IBD population. The AUC was 0.69 (95% CI 0.62-0.77) for ferritin and
0.76 (95% CI 0.70-0.83) for TfS. In a sensitivity analysis based on systemic inflammation status by
stratifying patients according to CRP level (< 10 or >10 mg/L), no ferritin or TfS cut-off value was

associated with good diagnostic performance (defined as both sensitivity and specificity >0.70) for ID.

Accuracy of ferritin, TfS and their combination in Crohn's disease

When restricting the analyses to CD patients, the AUC for the ECCO ferritin threshold was 0.65 (95%
Cl 0.55-0.75) and no ferritin threshold was associated with good diagnostic performance for 1D
(Figure 1A). These results were not influenced by serum CRP levels. For the ECCO TfS threshold, the
AUC was 0.70 (95% CI 0.61-0.78) and no TfS threshold was associated with good diagnostic

performance for ID (Figure 1B).
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Accuracy of ferritin in ulcerative colitis

When restricting analyses to UC patients, the AUC for the ECCO ferritin cut-off was 0.78 (95% CI
0.66-0.90) and the threshold with the best diagnostic performance was 65 pg/L, with a sensitivity of
0.70 and a specificity of 0.81 (Figure 2A). In UC patients with CRP level <10mg/L, the AUC for the
ECCO ferritin cut-off was 0.78 (95% CI 0.65-0.91) and the same threshold had the best performance
with a sensitivity of 0.78 and a specificity of 0.76 (Figure 2B). In UC patients with CRP level >10
mg/L, the AUC for the ECCO ferritin threshold was 0.76 (95% CI 0.38-1.00) and the threshold with
the best diagnostic performance was 80 pg/L, with a sensitivity of 0.75 and a specificity of 0.82.

(Figure 2C)

Accuracy of TfS in ulcerative colitis

The AUC for the ECCO TfS cut-off was 0.86 (95% CI 0.78-0.94) and the threshold with the best
diagnostic performance was 16% with a sensitivity of 0.79 and a specificity of 0.88 (Figure 3A). In
patients with a CRP level <10mg/L, the AUC for TfS was 0.88 (95% CI 0.80-0.96) and the threshold
with the best diagnostic performance was again 16% with a sensitivity of 0.79 and a specificity of 0.90
(Figure 3B). In UC patients with a CRP level >10mg/L, the AUC for the ECCO TfS cut-off was 0.69
(95% CI 0.24-1.00) and the threshold with the best diagnostic performance was 11% with a sensitivity

of 0.75 and a specificity of 0.82 (Figure 3C)

Combination of ferritin and TfS in ulcerative colitis

The addition of ferritin to TfS in the UC subgroup did not provide any additional diagnostic

performance when compared with either ferritin alone or TfS alone (Supplementary Figure 1).
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Discussion

The management of ID in IBD patients is challenging because of the frequent presence of
inflammation that hinders the interpretation of routine practice tests for ferritin and TfS °. By
contrast, a substantial advantage of sTfR is that its concentration is not affected by inflammation **.

sTfR derives from selective proteolysis of the membrane transferrin receptor %

, a process that
reflects tissue ID in a manner inversely proportional to the amount of iron available for erythropoiesis
1LY In ID, transferrin receptor synthesis is increased, leading to a corresponding increase in sTfR '*.

Both the sensitivity and specificity of STfR for detecting ID in IBD is up to 80% **?

, yet although
this performance is better than that of ferritin and TfS, use of this test is limited by high cost and low

availability.

At Nancy University Hospital, we began testing for sTfR in routine practice for IBD patients in
September 2015. The availability of this patient cohort represented an opportunity to investigate the
optimal threshold of ferritin and TfS for ID diagnosis in IBD compared to sTfR as gold standard. Bone
marrow aspiration with Perls’ Prussian blue staining of ferric irons in tissue coloration is the most
accurate test for ID diagnosis *** but the technique is invasive, expensive, requires technical expertise
and is not ethical in routine practice for IBD patients. In ECCO guidelines, different thresholds for
ferritin and TfS are proposed and have never been tested * for patients with systemic inflammation
but these were empirically defined and have never been tested. In this study, we first demonstrated that
no threshold for ferritin or TfS had satisfying performance (with sensibility and specificity > 0.70) for
ID diagnosis in either the overall IBD population or CD patients. Thresholds defined by ECCO
guidelines '™ were also not associated with satisfying diagnosis performances. Using the ferritin
threshold of <30 pg/L, as defined in ECCO guidelines **, yielded high specificity but low sensitivity
for the diagnosis of ID in IBD. This result is consistent with a previous study, in which true ID was
found in only 43.3% of the IBD patients with ferritin below this concentration '#. Results were similar
using the ECCO TfS threshold of <20% '™, which also had good specificity but low sensitivity for the
diagnosis of ID. TfS levels typically decline after observed falls in ferritin levels, and reflect a state of

absolute iron deficiency, which can explain the poor sensitivity of this test **°.
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Interestingly, in UC patients we identified satisfying thresholds of ferritin and TfS for ID diagnosis. In
UC patients with systemic inflammation defined by a serum CRP level <10 mg/L, ferritin <65 pg/L
had the best diagnostic performance for ID, with both sensitivity and specificity >0.70. In UC patients
with a CRP level >10 mg/L, the best ferritin threshold with similar performance was 80 pg/L, which
yielded a sensitivity and specificity of 0.75 and 0.82, respectively. These different optimal thresholds
for patients with or without inflammation are to be expected, given the increased concentration of
ferritin present during inflammation **°. For TS, the optimal thresholds were 16% in UC patients with
CRP <10 mg/L (sensitivity 0.79, specificity 0.88) and 11% in UC patients with CRP >10 mg/L
(sensitivity 0.79, specificity 0.88). The combination of ferritin and TfS provided no additional

diagnostic value in either UC or CD.

In other systemic inflammatory diseases such as chronic heart failure (CHF) or chronic kidney disease
(CKD), the thresholds for ID diagnosis in respective guidelines are also high (ferritin <100 pg/L for
both) irrespective of inflammation'*’. In CKD, many studies have assessed the performance of ferritin
thresholds by comparison to bone marrow aspiration. Serum ferritin levels <30 pg/L indicate severe
ID and are highly predictive of absent iron stores in bone marrow. Ferritin levels >30 pg/L, however,
do not necessarily indicate the presence of normal or adequate bone marrow iron stores and therefore
have a low positive predictive value®*>*® |n a study in CKD non-dialysis patients, the proportions
of patients below threshold for peripheral iron indices (TfS <20%, ferritin <100 pg/L, and both
thresholds combined) were 33%, 31%, and 17% respectively, whereas 48% of the patients had ID at

bone marrow aspiration*

. When predictive values were examined at different thresholds, TfS <15%
and ferritin <75 pg/L were better at predicting a positive clinical response to iron infusion in >70% of
cases in CKD patients'. The combination of ferritin <100 pg/L and TfS <20% showed better
performances in specific subgroups (erythropoietin treated and hemodialysis patients)™***!. In CHF,
ferritin was compared to bone marrow aspiration in one study in patients with anemia '®. Ferritin
levels were normal in 95% of patients, whereas bone marrow aspiration confirmed ID in 73%'%,

further emphasizing the difficulty of evaluating ID in inflammatory diseases on the basis of serum

ferritin assessment. In patients with anemia of chronic disease from multiples causes, a serum ferritin
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level of <70 pg/L was also found in all patients with 1D confirmed by bone marrow aspiration *. In

our study in CD patients, no threshold of ferritin or TfS had good diagnostic performance despite
various statistical analysis methods, which probably explains the negative results in the overall
population given that most of this group were CD patients. CD is a more heterogeneous disease than
UC, which might explain the negative results in this population. Approximately 20% of CD patients
do not have increased CRP levels during flares *° despite significant gut inflammation, providing

further rationale for our findings that ferritin and TS have low accuracy for ID diagnosis in CD.

This study has several strengths. First, >2,000 samples were analyzed, gathered from over 200
patients. Second, analyzes were stratified according to IBD type, systemic disease inflammatory
activity (which is known to influence the results of these tests) and localization for CD. Third, all
analyses were compared with a validated parameter for ID diagnosis in IBD. The main limitation of
the study is that all patients were treated with a biologic (vedolizumab or infliximab) due to refractory

IBD.

In conclusion, this study shows that the ferritin and TfS thresholds given by ECCO guidelines for the
diagnosis of ID in IBD patients exhibit poor diagnostic performance and should be used cautiously as
they are not evidence based. We believe that our findings are of substantial importance for future
national and international guidelines. Ferritin and/or TfS levels could be used routinely for ID
diagnosis in patients with UC, yet satisfactory performance is obtained with different thresholds from
current guidelines. Conversely, in our study neither ferritin nor TfS had sufficient performance for
accurate 1D diagnosis in CD patients, which suggests sTfR measurement is more appropriate in these

individuals.
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V) Conclusion

Actuellement, le diagnostic de carence martiale dans les MICI se fonde sur les recommandations
ECCO avec une ferritine < 30ug/L ou une ferritine entre 30 et 100ug/L associée a un CsTr <

20%%,

Ces seuils ont été défini de maniére arbitraire et sous-estiment probablement le diagnostic mais sont

néanmoins utilisés quotidiennement pour guider le traitement.

125128 sont unanimes

Concernant les marqueurs de la carence martiale dans les MICI, toutes les études
quant a P’excellente performance diagnostique du RsTr chez ces patients avec une nette
amélioration de la sensibilité sans entacher la spécificité. Cependant, ce marqueur est onéreux et peu

disponible en pratique courante. Aucune donnée existe concernant la performance diagnostique des

margueurs utilisés en routine en I’occurrence le CsTr et la ferritine.

Le but de notre étude était donc d’évaluer la performance de ces marqueurs et d’en trouver de

meilleurs seuils en s’appuyant sur le RsTr comme référence.

La principale conclusion est qu’en utilisant les seuils définis par le consensus ECCO, la sensibilité de
ces deux marqueurs est faible (aux alentours de 50%) mais leur spécificité est élevée (environ 90%).

Des résultats similaires ont été retrouvés dans une étude antérieure’®®

. Ce résultat peut s’expliquer par
le fait que chez les patient atteint de MICI, 1’inflammation systémique entraine une modification des
valeurs de base de ces marqueurs et notamment la ferritine. Ainsi, lorsque la ferritine est supérieure
a 30ug/L, cela ne signifie pas forcément I’absence de carence martiale mais plutét la résultante
inflammatoire de ces maladies, d’ou la faible sensibilité. Des conclusions semblables sont observées
dans d’autre pathologie inflammatoire chronique comme 1’insuffisance cardiaque'® ou I’insuffisance

111

rénale chronique avec des seuils de carence martiale modifiés en conséquence (ferritine <

100pg/L).

Dans notre étude, des seuils intéressants et somme toute cohérents ont été trouvés pour la RCH avec

un taux de ferritine < 65ug/L en I’absence d’inflammation et 80ug/L en présence de celui-ci;
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ainsi que le CsTr < 16% en I’absence d’inflammation et 11% en présence de celui-ci. Cependant,
aucune valeur seuil n’a été retrouvé dans la MC, ce qui explique, par ailleurs probablement les
résultats négatifs dans la population générale (regroupant la RCH et la MC) étant donné la majorité
des patients atteints de la MC dans notre étude. Ce résultat négatif peut s’expliquer par le fait que la
MC et notamment iléale est une maladie plus hétérogéne tant sur le plan physiopathologique,
clinique que biologique™®. Les patients ayant une MC colique exclusive peuvent présenter une
évolution différente de la maladie, assez semblable a celle de la RCH, tandis que l'atteinte iléale est un
facteur connu d'aggravation de la maladie tels que des Iésions péri-anales ou un phénotype pénétrant.
On retrouve un semblant de confirmation dans notre étude avec la meilleure performance diagnostique
du CsTr chez les patients ayant une MC colique versus les autres topographies, bien que la différence

soit mince.

Notre étude posséde plusieurs forces. Tout d'abord, plus de deux mille échantillons ont été analyseés,
recueillis auprés de deux cents patients. Deuxiemement, les analyses ont été stratifiées selon le type
de MICI, l'activité inflammatoire de la maladie et la localisation de la MC, qui sont connus pour
influencer les résultats de ces tests. Troisiemement, toutes les analyses ont été comparées a un

paramétre validé pour le diagnostic de carence martiale dans les MICI.

Toutefois, notre étude présente des limites. La premiere concerne la population étudiée qui était
traitée uniquement par des biothérapies (soit infliximab soit védolizumab). En effet, ces patients
pourraient souffrir d'une inflammation systémique plus importante pouvant nuire aux performances
des tests diagnostiques. La deuxieme est le nombre limité d'échantillons chez les patients
présentant une CRP > 10 mg/L restreignant la précision de I'analyse dans ce sous-groupe, comme en

témoigne l'intervalle de confiance étendu.

Cette étude montre que les seuils fixés par les consensus ECCO pourraient ne pas étre pertinents
dans la pratique clinique en raison de performances diagnostiques insuffisantes. La ferritine et la
CsTr avec des seuils différents pourraient étre utilisées de fagon routiniere pour la RCH en raison de

performances satisfaisantes. Inversement, ni la ferritine, ni le CsTr ne semblent avoir des rendements

64



suffisants pour le diagnostic de carence martiale dans les MC, ce qui suggere la pertinence du RsTr

chez ces patients.
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V1) Annexes

Table 1. Clinical characteristics of included patients (N=202).

Gender — n (%)

Male 111 (55)
Female 91 (45)
Age at diagnosis years, (mean) + SD 30.15 +15.1
Current smokers — n (%) 45 (22.3)
Type of IBD — n (%)
Crohn’s disease (CD) 129 (63.9)
Ulcerative colitis (UC) 73 (36.1)
Montréal classification — n (%)
uc
E1l 4 (5.5)
E2 19 (26)
E3 50 (68.5)
CD localisation
L1 36 (28.3)
L2 26 (20.5)
L3 64 (50.4)
L4 3(0.8)
CD behavior
B1 56 (43.4)
B2 45 (34.8)
B3 23 (17.8)
p 43 (33)
Ongoing IBD-related medications — n
(%)
Infliximab
141 (69.8)
Vedolizumab
61 (30.2)
Thiopurine
28 (13.9)
Methotrexate
20 (9.9)
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Figure 1. Receiver operating characteristic curve for ferritin (A) and transferrin saturation (B) in

Crohn’s disease.

1.00

0.75

0.50

Sensitivity

0.25

0.00

Ferritin

0.00

ROC Curve for Model
Area Underthe Curve = 0.6458

—

0.25 0.50 0.75 1.00
1- Specificity
Figure 1A

ROC Curve for Model
Area Under the Curve = 0.6980

1.00 '_,_}_,_r
~

/

=
E
@ 050
z
5
w
|
0.25 f
0.00 {
0.00 025 050 075 100

Transferrin saturation 1 - Specificity

Figure 1B

67



Figure 2. Receiver operating characteristic curve for ferritin in the overall ulcerative colitis population

(A) and in the subpopulations with CRP <10 mg/L (B) and CRP >10 mg/L (C).
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Figure 3. Receiver operating characteristic curve for transferrin saturation in the overall ulcerative

colitis population (A) and in the subpopulations with CRP <10 mg/L (B) and CRP >10 mg/L (C).
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Supplementary Figure 1. Receiver operating characteristic curve for combination of ferritin and
transferrin saturation in ulcerative colitis population.
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RESUME DE LA THESE

Introduction : La carence martiale est fréquente dans les MICI et peut altérer la qualité de vie des
patients, méme sans anémie. Le diagnostic se fonde sur la ferritine et le coefficient de saturation de
transferrine (CsTr), mais ces paramétres n‘ont pas été spécifiquement étudiés dans les MICI. A
I’inverse, le récepteur soluble de la transferrine (RsTr) est un parametre validé mais colteux et peu
disponible. L'objectif de cette étude était donc d'évaluer la performance diagnostique de la ferritine et
du CsTr pour prédire la carence martiale dans les MICI et identifier les meilleurs seuils en utilisant la
RsTr comme référence

Méthodes : 1l s’agit d’une étude rétrospective, monocentrique, réalisée au CHRU de Nancy entre
janvier 2015 et septembre 2017. Nous avons récolté a chaque perfusion de biothérapie (infiliximab et
védolizumab) le bilan martial complet incluant CsTr, ferritine et le RsTr ainsi que la CRP.

La performance diagnostique et les meilleurs seuils ont été évalués a 1’aide de courbes ROC (receiver
operating characteristic) pour la ferritine et le CsTr en population générale puis en sous-groupe MC et
RCH.

Résultats : Plus de 2000 préléevements ont été récoltés entre janvier 2015 et septembre 2017. Aucun
seuil de ferritine ou de CsTr n'a été associé a une bonne performance diagnostique dans la MC. Chez
les patients atteints de RCH présentant une CRP < 10 mg/L, les meilleures performances
diagnostiques de carence martiale ont été observées avec un seuil de ferritine a 65 pg/L ou un seuil de
CsTr a 16%. Pour une population avec une CRP > 10mg/L, les seuils avec les meilleures performances
diagnostiques sont respectivement de 80ug/L et 11% en considérant la ferritine et la CsTr
indépendamment. L'association de ferritine et de CsTr n'apportait aucune valeur ajoutée.

Conclusion : Nous avons constaté que la ferritine et la CsTr sont des paramétres fiables pour le
diagnostic de la carence en fer uniquement chez les patients atteints de RCH, avec des seuils différents
des directives actuelles.

TITRE EN ANGLAIS

Ferritin or transferrin saturation versus soluble transferrin receptor for iron deficiency diagnosis in IBD
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Maladie inflammatoire chronique intestinale ; carence martiale ; récepteur soluble de la transferrine ;
ferritine ; coefficient de saturation de transferrine.
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