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I-Les MICI, des maladies fréquentes, d’étiologie multifactorielle

1. Les MICI, un probleme de santé publique dans les pays développés

Les maladies inflammatoires chroniques intestinales (MICI), maladie de Crohn (MC)
et rectocolite hémorragique (RCH), sont des maladies fréquentes dans les pays riches (Europe
du Nord et Amérigue du Nord), avec par exemple une prévalence estimée a 200 pour 100 000
habitants aux Etats-UrisLa prévalence des MICI n'a cessé de croitre dans les pays
développés depuis les années 1940 pour toucher actuellement plus d’'un million de personnes
aux Etats-Unis et 2,2 millions de personnes en Edrdgre France, l'incidence de la MC a
continué d’augmenter dans le nord de la France pour attéipticas pour 100 000 habitants
durant la période 1997-99 contre 5,2 cas pour 100 000 habitants durant la période 1988-90
(P<0,0015. Ces maladies représentent un véritable probléme de santé publique dans ces pays
de par leur impact négatif sur la qualité de vie des sujets atteints, une mortalité augmentée
(pour la MC), un recours fréquent a la chirurgie et aux hospitalisations, les effets secondaires
des traitements (corticoides notamment), et les codts directs mais aussi indirects (arréts de
travail notamment) liés & leur prise en charge prise en charge des malades avec une forme
modérée a sévere de RCH réfractaire représente un codt non négligeable pour la société. Le
colt moyen par hospitalisation était ainsi de 3 726 euros dans une enquéte récente menée au
Canada, une chirurgie majeure ayant été réalisée chez 55 % des malades hdspitalisés
prise en charge extra-hospitaliere (consultations, examens paracliniques...) d’'un patient
atteint de RCH représentait quant a elle un colt moyen annuel estimé a 3171 euros dans une

étude allemande



2. Les MICI, des maladies complexes

2.1. Implication des facteurs environnementaux et génétiques dans la pathogénie des MICI

Leur étiologie complexe, probablement multifactorielle, reste mal connue.
Actuellement, I'hypothése communément admise pour expliquer le développement des MICI
serait une dysrégulation de la réponse immunitaire muqueuse dirigée contre des éléments de
la flore intestinale, survenant chez des patients génétiquement prédispgéstification
en 2001 de mutations du géN®D2/CARD15’ %et plus récemment du géne de I'lL-23R
chez les sujets souffrant de MICI a permis de souligner I'implication de facteurs génétiques
dans la pathogénie de ces maladies. Cependant, seule une minorité des patients atteints de
MICI sont porteurs d’'une ou plusieurs de ces mutations. Ces résultats ne permettent donc pas
d’expliquer la pathogénie de ces maladies sur la base des facteurs génétiqlieRlssielsrs
publications ont souligné le réle probable des facteurs environnementaux dans la pathogénie
des MICI.

Initialement décrites aux Etats-Unis et en Europe du Nord, les MICI touchent
désormais de nombreux endroits du globe que I'on pensait jusqu’ici épargnés. Les études
épidémiologiques font ainsi état d’'une augmentation de l'incidence des MICI dans les pays en
voie de développement, parallélement & leur niveau d'industrialiSatiQuels sont les
facteurs environnementaux pouvant expliquer cette augmentation d’incidence des MICI dans
ces pays ? Plusieurs pistes sont a I'étude. Parmi elles, I'hypothése d’'une amélioration des
conditions d’hygiéne (usadarga manu des antibiotiques, campagnes de vaccinations a large
échelle, assainissement des réseaux d’eau), notamment au cours de I'enfance, et la survenue
ultérieure de maladies allergiques et/ou auto-immunes telles que les MICI ou I'asthme fait
I'objet d’'une attention particuliété ** L’existence d’un gradient nord-sud en Amérique du
Nord et en Europe est en faveur de cette hypoth&sé&® Le réle possible d’une moindre

exposition a certains parasites comme les helminthes helminthes a par exemple été suggéré



par plusieurs travadx *> Les facteurs environnementaux potentiellement impliqués dans la

pathogénie des MICI restent cependant mal connus.

2.2. Hypothéses actuelles: un dialogue aberrant enta flore et notre systéme
immunitaire

De nombreux arguments plaident en faveur d’'un dialogue aberrant entre la flore et les
acteurs de notre systeme immunitaire inné et spécifique (ce dernier est aussi appelé systéeme
acquis ou adaptatif)'®. La réponse de I'hdte vis-a-vis de notre flore peut étre divisée en 3
compartiments: I'épithélium intestinal, les cellules du systéme immunitaire inné (monocytes,
granulocytes et cellules dendritiques) et le systeme immunitaire adaptatif (lymphocytes B et
C) (Figure 1A). Les animaux déficients pour un de ces compartiments développent une

inflammation intestinale®
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Figure 1A :Modele physio-pathologique des maladies inflammatoires chroniques
intestinales : La réponse de I'hGte aux composés bactériens peut étre séparée en 3
compartiments :  épithélium intestinal, cellules de I'immunité innée (macrophages,

granulocytes...) et cellules de 'immunité spécifique (lymphocytes T'CD4
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De nombreuses équipes a travers le monde ont tenté d’identifier un microorganisme
qui pourrait étre I'agent causal des MICI chez I'homme. La théorie actuelle suggere en fait
plutbt un déséquilibre entre les agents pathogénes et la flore commensale. Le terme
« dyshiose » a ainsi été proposé pour illustrer ce cdrceflors que le role de
Mycobacterium paratuberculosigste tres discuté, des études récentes ont clairement mis en
avant le rble possible joué par Escherichia coliadhérent et invasif dans la pathogénie de la
MC. Notre compréhension de la flore intestinale reste cependant incompléete et le caractére
primitif ou secondaire des anomalies de la flore observées chez les sujets atteints de MICI
reste & déterminet® '° Des approches métagénomiques et des analyses du microbiome
pourraient permettre une meilleure compréhension de la diversité de notre flore et donc de la
pathogénése des MIEF

L’épithélium intestinal, qui fait partie du systeme immunitaire inné est largement
impliqué dans le maintien d’'une homéostasie intestinale. Les cellules épithéliales, qui forment
normalement une barriere « étanche » entre I'environnement intra-luminal et notre corps,
peuvent étre a I'origine d’'une activation excessive de notre systeme muqueux intestinal en cas
de perméabilité intestinale accrue comme cela a été rapporté au cours de f&MC

Le systéeme immunitaire inné représente une défense non spécifique contre les
pathogénesd. L'implication d’un déficit immunitaire inné au cours de la MC a été soulignée
par l'identification deNucleotide-binding Oligomerization Domain containing(liROD2)
comme géne de susceptibilité de la MC’. Les sujets homozygotes ou hétérozygotes
composites pour une des 3 mutations communes duN@B2 ont un risque 40 fois plus
élevé de développer une MC iléale. La protéine NOD2 est un récepteur intra-cellulaire pour
un composé de la paroi bactérienne, le muramyl-dipeptide, et est exprimé par les

macrophages, les cellules dendritiques et les cellules de PaRkth récemment, il a été
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montré que NOD2 régulerait I'expression de certains peptides antimicrobiens considérés
comme de véritables « antibiotiques naturels de l'intestin », dont font partie les défensines et
dont I'expression est diminuée au cours de la?}@e qui contribuerait au défaut
d’élimination des microbes et donc au développement et au maintien d’'une inflammation
intestinale.

Ces anomalies du systeme immunitaire inné associées a une rupture de tolérance et
donc a une inflammation intestinale (perte de I’homéostasie intestinale) vont entrainer une
activation excessive du systéeme immunitaire adaptatif qui va étre responsable des Iésions
intestinale& Cette réponse immunitaire spécifique & des antigénes est médiée par différents
types cellulaires résidant dans la paroi intestinale ou recrutés lors du développement d’'une
inflammation : les lymphocytes B muqueux produisant des immunoglobulines, différentes
sous-populations de lymphocytes T de phénotype Thl, Th2 ou Thl7, et les lymphocytes T/B
régulateur§ Le développement d’une réponse Thi faisant suite au contact avec des microbes
va aboutir a la production d’lL-12p40 et d’interféron-gamma (§FNgui vont a leur tour
activer des macrophages synthétisant entre autres de I'lL-1, de I'lL-6 et du tumor necrosis
factor-alpha (TNFa) (Figures 1A et B. Classiquement, la MC est considérée comme étant
de phénotype Thl. Récemment, une nouvelle lignée de lymphocytes T CD4 associée au
phénotype Th17 a été mise en évidence et impliquée dans la pathogénie des MICI. Une étude
cas-témoins menée en Amérique du Nord ayant analysé plus de 300 000 polymorphismes
génétiques a identifié le géne codant pour le récepteur de I'lL-23, I'lL-23R, comme étant
associé & un moindre risque de MC et pour la premiére fois de'RCH développement
d'une réponse Th1l7 est médiée par le &+ I'IL-6, alors que I'IL-23 serait nécessaire a
'expansion et au maintien d’'une population lymphocytaire de type Th1l7. Le récepteur de
'IL-23 comprend les sous-unités IL-23R et IL-12RB1, tandis que la cytokine IL-23 est

composée des sous-unités pl19 et 34D'autres types cellulaires que sont les lymphocytes T
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régulateurs produisant IL-10 et/ou le transforming growth factor-beta B)Gbnt également

nécessaires au maintien d'une homéostasie intestinale chez I'horfigeire 1B). Enfin,

dans la MC ou l'atteinte intestinale est typiquement transmurale, d’autres structures en contact

avec notre intestin comme la graisse mésentérique pourraient jouer un roéle dans la pathogénie

de cette maladfé

Naive T cell
CD4 '
CDS8 -
IL-2
IL-12
IFN-y CD4+
STAT4 Tho
IFN-y Thl « #
IL-2 CD4+/CD25+

|? ‘)xps
IL-23

IL-17

Th2 IL-22

IL-6

Figure 1B : Cytokines et différentiation des lymphocytes.

IL-13
IL-4
IL-5

IL-10
TGF-B

13



3. Histoire naturelle et complications évolutives des MICI

L’évolution des MICI est imprévisible. Des périodes de rémission (maladie
guiescente) alternent avec des périodes d’évolution chronique active et des poussées dont
l'intensité et la fréquence varient selon les sujets. L’histoire naturelle des MICI reste difficile
a préciser mais les études randomisées contre placebo permettent d’en obtenir une estimation
indirecté®. Au cours de la MC, le profil évolutif de la maladie tend & devenir moins sévére
avec le temps. Pendant la premiere année apres le diagnostic, 80 % des patients ont une
maladie qui reste actif® Puis, ce pourcentage n'est plus que de 34 % & trois ans et chute &
24 % a 20 ans, sachant que I'évolutivité de la maladie durant les 3 premieres années influence
directement I'évolution ultérieut® %% Il a été montré que la poursuite d’'une intoxication
tabagique apres le diagnostic de MC était associée a un risque significativement augmenté de
poussées ultérieurds Un arrét total et définitif du tabagisme est donc indispensable dans la
MC. Cosnes et al. ont démontré que sur 2573 sujets atteints de MC suivis dans leur service
entre 1978 et 2003, 1070 (41,6 %) ont subi une résection intestinale, avec un taux annuel de
recours a la chirurgie d’environ 5%86Pour la RCH, peu de données sur son histoire naturelle
sont disponibles dans la littérature et des données récentes manquent. La maladie évolue
généralement (90 %) sur un mode intermittent, avec une alternance de poussées et de
rémissions. Une rémission prolongée est quant a elle observée dans prés de 10 #laes cas
risque d’extension d’'une rectite ou d’'une recto-sigmoidite au-dela de I'angle colique gauche
est de 30 % aprés 12 ans d’évolufforDans une étude danoise portant sur 1 161 patients
atteints de RCH suivis pendant 25 ans, un patient sur deux était en rémission cliniqgue chaque
année, avec un pourcentage stable d’'une année sur alhesieurs études ont montré
qu’un antécédent d’appendicectomie réduisait le risque de voir se développer utfe RCH
revanche, la réalisation d’'une appendicectomie aprés le diagnostic de RCH ne modifie pas

I'évolution ultérieure de la maladfe®' La consommation de tabac a un effet « bénéfique »
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bien établi sur I'évolution de la RGH Néanmoins, les risques de maladies cardio-vasculaires
et de cancers liés au tabac ne permettent bien entendu pas de préconiser la poursuite d’'une
intoxication tabagique chez ces patients. Dans la RCH, le risque cumulé de colectomie a 5 ans
est de 35 % en cas de pancolite, de 19 % en cas colite étendue dépassant I'angle colique G et
de 9 % en cas de recto-sigmoitiite

D’autres complications peuvent survenir au cours de I'évolution des MICI : ce sont les
complications osseuses (pres d'un patient sur deux a une ostéopénie et une ostéoporose est
présente chez environ 15 % des mal3dlesutritionnelles (75 % des malades hospitalisés
pour une MC sont dénutris, un tiers des patients atteints de MC ont un indice de masse
corporelle (IMC) inférieur & 29, et la prévalence de I'anémie varie de 8,8 & 73,7 % au cours
des MICF®), et thrombo-emboliques (risque de thromboses veineuses profondes et embolies
pulmonaires 3 fois plus élevé chez les patients atteints de MC que dans le reste de la
population généraf®. Environ 1 & 2 % de I'ensemble des cancers colorectaux (CCR)
observés dans la population générale compliqguent une Mi@igmentation du risque de
cancer colorectal (CCR) au cours de la RCH est largement &dmisant 8 ans d’évolution
d’'une pancolite, le risque de CCR ne dépasse pas celui du reste de la population générale mais
s’accroit ensuite de 0,5 a 1 % par an. Ainsi, ce risque est estimé a 2 %, 8 % et 18 % apres
respectivement 10, 20 et 30 ans d’évolution d’'une pantolim cas de colite gauche, ce
risque est nettement plus faible et serait de 5 % aprés 30 ans d’évolution. Le risque n’est en
revanche pas significativement augmenté en cas de rectite ou de recto-sigmoidite. Le risque
de CCR chez les patients atteints de MC a longtemps été considéré comme nettement
inférieur a celui rencontré dans la RCH. Les patients de MC présentent également un risque
accru de néoplasies digestiVés chez les patients avec une atteinte colique étendue
(dépassant I'angle colique gauche) évoluant depuis plus de 10 ans, le risque de CCR

rejoindrait celui décrit au cours de la RCH, le risque de CCR au cours de la MC étant 18 fois
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supérieur a celui de la population générale avec une incidence cumulée a 8 % aprés 22 ans
d'évolutior’®. A coté des facteurs de risque reconnus de CCR comme des antécédents
familiaux de CCR, ce sont I'ancienneté de la maladie et I'étendue des lésions coliques
(atteinte au-dela de l'angle gauche), ainsi que lactivité de la maladie (sévérité de
linflammation histologique) qui représentent les trois facteurs de risque indépendants de
CCR dans les MICf" ** L'association d’'une cholangite sclérosante et/ou d’'une iléite de
reflux a une RCH semblent également majorer le risque de CCR chez ces sujets ; I'age de
début de la maladie reste discuté car il pourrait s’agir d’un facteur conféhdant

Au vu de ces données de la littérature, la Société Francaise d’Endoscopie Digestive
(SFED) a émis des recommandations qu’il convient de suivre si I'on veut pouvoir espérer
réduire la mortalité par CCR au cours des MIGiprés 8 & 10 ans d'évolution d’une
pancolite ou a partir de 15 ans en cas de colite gauche, il faut réaliser une coloscopie tous les
3 ans entre 10 et 20 ans d’évolution, puis tous les 2 ans entre 20 et 30 ans d’évolution. Apres
30 ans d'évolution, une surveillance rapprochée avec une coloscopie annuelle est éonseillée
Cette surveillance endoscopique a cependant plusieurs limites. Premiérement, aucun essai
randomisé contrélé n’a démontré son intérét pour réduire le risque de cancer colorectal chez
les malades, méme si pour des raisons éthiques un tel ne verra probablement jamés le jour
En effet, comment peut-on imaginer comparer une attitude visant a surveiller un malade par
coloscopies régulieres a celle visant a se limiter a un simple examen clinique dans I'état actuel
des connaissances ? Par ailleurs, l'interprétation des Iésions suspectes par I'endoscopiste et
I'anatomo-pathologiste reste largement dépendante de I'opéfatéiest dans ce contexte
gue lintérét des 5-aminosalycilés (5-ASA) pour prévenir la survenue de néoplasies
colorectales n'a cessé de croitre au cours de ces derniéres*anRéesieurs études
rétrospectives ont analysé l'efficacité des 5-ASA dans cette indication, avec des résultats

parfois contradictoires. L'interprétation de ces résultats reste difficile compte tenu de
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variations importantes dans le schéma de I'étude, la durée et la dose de 5-ASA ou
sulfasalazine utiliséd Une méta-analyse ayant repris les données de 6 études n'a pas mis en
évidence de rble bénéfique des 5-ASA dans la prévention de la dysplasie, alors que les 5-ASA
permettaient de réduire significativement le risque de cancer colorectal chez ces “halades
Récemment, une étude nord-américaine cas-témoins a comparé 26 cas de néoplasie
colorectale (8 cancers colorectaux et 18 dysplasies) a 96 sujets contréles atteints de MICI
mais sans néoplasie colorectale cofiffiue’age des malades, I'age au diagnostic de la
maladie, le sexe, I'étendue de l'atteinte colique et les antécédents de cholangite sclérosante
primitive, de tabagisme ou encore de rectocolite hémorragique étaient identiques dans les 2
groupes. L’'emploi d’'un 5-ASA a la posologie minimale de 1,2 g/jour était associé a une
réduction de 72 % du risque de dysplasie (OR = 0,28; IC a 95 % : 0,09-0,85). Il faut
également retenir le fait que le risque de cancer/dysplasie colorectal diminuait de maniere
inversement proportionnelle a la dose de 5-AS®uelles conclusions tirer de cette étude ?
Comme les précédentes, son caractére rétrospectif ne permet pas formellement d’établir
I'efficacité des 5-ASA dans la prévention des néoplasies colorectales. Toutefois, étant donné
gue la survenue d'un cancer colique est un événement plutdt rare qui survient généralement
apres 8-10 d’évolution d’une pancolite et aprés 15 ans d’évolution d’un colite gauche, il parait
difficile de mener une étude prospective de grande ampleur afin de répondre a cette
questioft’. De plus, 1a encore, le fait que le groupe controle ne recoive pas de 5-ASA pourrait
poser des problémes éthiques en I'état actuel des connaissances. Plusieurs études ayant abouti
a la méme conclusion, la plupart des experts conseille donc de prescrire des 5-ASA au long
cours dans les formes coligues gauches ou pancoliques de rectocolite hémorragique. Il est
pour l'instant préconisé de prescrire ce traitement a vie en I'absence d’études a ce sujet. Une

surveillance endoscopique doit étre systématiquement associée au traitement pat. 5-ASA
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En plus daltérer la qualité de vie des sujets atteints de MICI et d’entrainer une
morbidité non négligeable, une mortalité accrue a été rapportée au cours de la MC. En effet,
alors que les sujets souffrant de RCH ont une survie identique au reste de la population
général®, une méta-analyse a récemment confirmé qu'il existait une mortalité accrue au
cours de la MC, avec un Odds ratio variant entre 1,29 (IC & 95 % : 1,12%15)2 (IC a
95 % : 1,32-1,74Y. La survenue plus fréquente d’infections et de cancers de Iintestin gréle
expliquent en partie cette augmentation de la mortalité au cours de fagM@st d’autant

plus importante lorsque la maladie est diagnostiquée tot, entre 10 ef26 ans

4. Traitement des MICI en 2008 : un besoin de développer de nouvelles

stratégies thérapeutiques

En 2008, le traitement des MICI reste difficile. Il n’existe toujours pas de traitement
curatif et seuls des traitements symptomatiques, suspensifs sont aujourd’hui disponibles.
Alors que l'arsenal thérapeutique qui était a notre disposition au début des années 1990 se
limitait aux aminosalycilés (locaux et oraux), aux corticoides (locaux et oraux), aux
immunosuppresseurs (azathioprine, 6-mercaptopurine, ciclosporine, méthotrexate), et a la
chirurgie. Au début des années 1990, le développement des biothérapies (ou thérapies
biologiques ciblées), au premier rang desquelles figurent les molécules afffj-ENF
révolutionné la prise en charge des patients atteints de MICI ayant résisté au traitement
meédical standard (corticoides, immunosuppresseurs principalement). Les premiers patients
souffrant de MC traité par anti-TNF (infliximab) le furent en 1898 a depuis été démontré
gque les anti-TNF diminuaient le recours a la chirurgie, réduisaient le nombre
d’hospitalisations, permettaient un sevrage des corticoides et une cicatrisation muqueuse
endoscopique, et amélioraient la qualité de vie des malades, en plus d’entrainer une mise en

rémission de la maladie qui persiste chez environ un tiers des malades apres un an de
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traitement®. Trois anti-TNF se sont révélés efficaces dans la maladie de Crohn luminale :
inflximab/Rémicade® (développé par la société de biotechnologie américaine Centocor et
commercialisé en Europe par Schering Plough), adalimumab/Humira® (Laboratoire Abbott)
et certolizumab pegol/Cimzia® (Laboratoire UCB-Pharma) résistante au traitement médical
conventionnéf. A ce jour, seul l'infliximab a clairement démontré son efficacité dans la
maladie de Cohn fistulisant@ainsi que dans la rectocolite hémorragfue

Par analogie avec l'arsenal thérapeutique déja a la disposition de nos confréres
rhumatologues, la révolution des biothérapies dans les MICI n’en est toutefois probablement
gu'a ses débuts. Des molécules ciblant d'autres voies que celle du TNF sont devenues
indispensables chez les sujets non répondeurs initiaux (un tiers des malades sont d’emblée
réfractaires a ces thérapies) ou développant une perte de réponse clinique auxanB&NF
nombreuses molécules sont en cours de développement dans les MICI. Il n’est pas possible ici
d’en dresser une liste exhaustive, ce d’autant que de nombreux essais ne sont pas encore
connus du grand public.

Deux classes de biothérapies paraissent prometteuses, ce sont les thérapies anti-
molécules d’adhésion et celles bloquant l'activation des lymphocytes T. Le natalizumab
empéche la migration des leucocytes (diapédese) vers les sites inflammatoires en bloquant les
intégrinesa4-p7 et a4-Bl exprimées par les leucocytesCette molécule a démontré son
efficacité dans la MC réfractaire mais le risque de leuco-encéphalopathie multifocale
progressive aujourd’hui estimé a 1 cas pour 1000 malades traités a freiné son développement.
Le natalizumab, qui a réecemment obtenu aux Etats-Unis une AMM dans la MC réfractaire a
tout traitement médical y compris aux anti-TNF, est en cours de réévaluation par I'agence
européenne du médicament dans la MC réfractaire aux anfi-TNBbatacept est une
protéine soluble constituée de la partie active du CTLA-4 et d'un fragment de la partie Fc de

l'immunoglobuline humaine G1, IgG1l. L'abatacept est un CTLA-4 mimétique, soluble, c'est-
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a-dire non attaché aux lymphocytes T. Il agit en se fixant aux molécules CD80 et CD86 des
cellules présentatrices d’'antogene, les masquent et les empéche d'interagir avec les CD28,
exprimés a la surface des lymphocytés T'abatacept est ainsi un inhibiteur de I'activation

des lymphocytes T qui est généralement excessive dans la MC. Cette molécule a récemment
obtenu une AMM dans la polyarthrite rhumatoide ; son efficacité spectaculaire chez ces
patients a poussé le laboratoire qui le commercialise a initier d’emblée des essais
internationaux de phase 3, sans passer par des essais de phase | ou Il. Ces données permettent
de souligner la nécessité de développer de nouvelles pistes thérapeutiques dansesavICI
possible implication du métabolisme de I'homocystéine dans la pathogénie de ces maladies
complexes pourrait représenter une nouvelle voie de recherche dans ce domaine.

Devant une MICI cortico-dépendante ou cortico-résistante, il est actuellement
recommandé de débuter un traitement par immunosuppresseurs type azathioprine puis
d’instaurer un traitement anti-TNF en cas d’échec ou d'intolérance aux immunosuppresseurs
(azathioprine, 6-mercaptopurine, méthotrextate). Pourquoi ne pas débuter d’emblée lors de la
premiere poussée de MC un traitement immunosuppresseur et/ou anti-TNF afin de changer
I'histoire naturelle de la maladie ?

Une seule étude a évalué l'intérét d’'un stratégie thérapeutique agressive précoce dans
la maladie de Crohf La stratégie ascendante classique (« step-up » en anglais), reposant sur
l'introduction d’une corticothérapie, puis de Il'azathioprine en cas d'échec et enfin de
l'infliximab en cas de résistance a I'azathioprine, était comparée a la stratégie descendante
(« top-down » en anglais) consistant en un traitement maximal d’emblée par I'association
azathioprine-infliximab ; cette étude a inclus 129 malades naifs pour les corticoides,
I'azathioprine et I'infliximab et avait une durée de deux’ans un an, le taux de rémission
clinique sans corticoides (objectif principal) était significativement plus élevé dans le bras

« top-down » que dans le groupe « step-up » (61,5 versus 42,2 %, respectivement, P=0,03).
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Cette différence n’était toutefois plus significative au-dela d’'un an de traitement. De plus, la
gualité de vie était identique dans les deux groupes. Un élément qui pourrait étre en faveur de
la stratégie «top-down » est le fait que pour le sous-groupe de 26 malades chez qui a été
réalisée une coloscopie a I'entrée dans I'étude et a deux ans, le pourcentage d’ulcéres était
plus bas dans le groupe «top-down » que dans le bras «step-up » (30 versus 73 %,
respectivement, P=0,003) Au total, cette étude n’est pas en faveur d’un traitement agressif
précoce pour tous les patients avec une maladie de Crohn. Cependant, aucune conclusion
définitive ne peut étre tirée de cette étude car une fois encore, le schéma thérapeutique utilisé
pour l'infliximab, avec des perfusions aux semaines 0, 2 et 6 puis un traitement épisodique, a
la demande, pourrait avoir une efficacité inférieure a celle de perfusions systématiques toutes
les 8 semaines

Par ailleurs, la stratégie « top-down » présente plusieurs inconvénients parmi lesquels :
le risque de traiter d’'emblée avec une association azathioprine-infliximab des patients qui
auraient eu une évolution peu sévere de leur maladie, mais aussi la tolérance a long terme
(risques d'infections et de cancers aprés deux ans de traitement ?) qui est pourrait étre moins
bonne avec la stratégie descendante «top-down », méme si dans I'étude citée ci-dessus, la
tolérance était identique dans les deux bras.

En résumé, en I'état actuel des connaissances, une escalade thérapeutique progressive
reste la référence, méme si l'avenir est probablement & un traitement «a la carte » ; la
stratégie «top-down » pourrait alors étre réservée a un groupe sélectionné de malades avec
des facteurs pronostiques évolutifs péjoratifs tels qu'un age < 40 ans, une atteinte ano-
périnéale ou un recours a la corticothérapie dés la premiere poussée, comme suggéré
récemment par 'étude de Beaugerie efall’intérét d'utiliser des marqueurs sérologiques
tels que les ASCA ou des marqueurs génétiques telNQO2 pour identifier les patients qui

évolueront vers une maladie sévere représente une piste intéressante mais qui mérite
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confirmation®™® L’identification de nouveaux sous-groupes de patients atteints de MICI qui
pourraient bénéficier d’une thérapeutique agressive précoce pourrait donc améliorer la prise

en charge de ces maladies qui restent incurables en 2008.

l-Métabolisme de I'homocystéine et déterminants de la

concentration plasmatique

1. Métabolisme cellulaire de I'homocystéine

L’homocystéine (Hcy) est un acide aminé soufré formé au niveau intracellulaire a partir de la
méthionine apportée par I'alimentation. L'Hcy n’est pas codée génétiquement et est absente
des protéines. Elle est synthétisée par toutes les cellules de I'organisme. Le catabolisme de
Hcy se produit principalement dans le foie et dans les reins par deux voies: la voie de la
reméthylation et la voie de la transulfuration (Figure)1C

1.1. Les voies de la reméthylation

Elles assurent la reméthylation de I'Hcy en méthionine selon deux réactions enzymatiques
distinctes.

La principale réactionfait intervenir deux enzymes: la 5-MéthylTétraHyEotate (5-

MTHF), donneuse de groupement méthyl. Sa formation est sous la dépendance d’'une enzyme,
la 5,10-MTHFR (5,10-MéthyléneTétraHydroFolate Réductase), et la Méthionine Synthase
(MS) dont le cofacteur est la vitamine B12.

Ce transfert du groupe méthyl, qui permet la synthése de la méthionine, n’est possible qu’en

présence de méthylcobalamine ; d’ou la synergie d’action entre la vitamine B9 et la vitamine

B12°7 %8
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La deuxieme réaction se déroule en grande partie au niveau du foie. Biefable activité,

et fait intervenir une enzyme hépatique, la bétaine-homocystéine méthyltransférase.

La bétaine est la molécule donneuse de groupement méthyl.

L'importance relative de ces deux voies de reméthylation varie en fonction du tissu considéré
et du statut protéique. En cas d'apport protéique excessif la voie de la transulfuration est
favorisée, a I'inverse en cas de déficit protéique, la voie de la reméthylation est favorisée afin

de maintenir un pool cellulaire suffisant en méthioriré

1.2. La voie de la transulfuration

La majorité de Hcy n'est pas reméthylée mais catabolisée en cystéine par la voie de la
transulfuration. Cette voie permet a la méthionine, d’apporter un atome de souffre pour la
formation de cystéine. L'activation de la méthionine en S-Adénosyl-L-Méthionine (SAM) se
fait sous linfluence de la Méthionine-Adénosyl-Transférase (MAT). La SAM, principal
donneur de groupement méthyl de I'organisme, cede ensuite ce groupement pour donner
naissance a la S-Adénosine-L-Homocystéine (SAH). Cette molécule est hydrolysée en
adénosine et en homocystéine par la S-Adénosyl-L-Homocystéine Hydrolase.

Sous l'influence de la CystathionifieSynthase (CBS), 'Hcy se condense ensuite avec la
sérine pour former la cystathionine, elle méme clivée et désaminée en cystéire @iten
butyrate (par la CystéinelLyase [CGL]).

Ces deux réactions nécessitent la présence d'un cofacteur enzymatique, le phosphate de
pyridoxal ou vitamine B6.

Contrairement aux autres voies métaboliques, celtrigte est irréversible, ce qui a pour
conséguence que la cystéine ne peut étre un précurseur pour la synthese de méthionine. Ce

fait revét surtout une importance dans le cadre de recommandations diététifjues
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2. ’lhomocystéine circulante.
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Figure 2. Formes circulantes de Iiomocyst”ine
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2.1. Les différentes formes physicochimiques d’homocystéine circulantes

Il est important de comprendre le terme « homocystéine totale » (t-Hcy) dans un sens
biochimique, parce que ceci aura pertinence dans les discussions qui suivent sur la
méthodologie et sur les mécanismes pathophysiologiques. Le plasma humain contient des
quantités réduites et oxydées d’homocystéifes définitions chimiques ont été établies par

Butz et Du Vigneaud en 1932 Le sulfhydryle ou la forme réduite s'appelle homocystétne

le bisulfure ou la forme oxydée s'appelle homocystites formes du bisulfure existent
également avec de la cystéine et avec des protéines contenant les résidus réactifs de cystéine

(homocystéine liée aux protéinetes derniéres formes oxydées sont désignées sous le nom

des_disulfides mélangékes formes oxydées d'homocystéine comportent habituellement 98—

99% de I'homocystéine totale dans le plasma humain, 80-90% sont liées aux protéines
(Figure 2) L'nomocystéine totale est donc la somme de toutes les formes d’homocystéine qui
existent dans le plasma ou sérum.

Sur la base des travaux menés, la gamme de la concentration totale en homocystéine dans le

plasma « des adultes en bonne santé » est 5-15 pmol/L (Tabf8au 1)

Tableau 1. Valeurs normales et pathologiques d’homocystéine

Homocystéine
pmol/L
Normal 5-15
Souhaitable <10
Hyperhomocystéinémie
Modérée 16 — 25
Intermédiaire 26 — 50
Sévere > 50
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Cependant, il faut étre prudent dans l'utilisation de prétendues « gammes normales » pour
I'hnomocystéine. Certains travaux ont prouvé que le risque pour la MC est représenté par un
continuum de concentration totale en homocystéine, avec le risque substantiel se produisant
entre 10 et 15 umolft. Dans la plupart des cas les événements cardiovasculaires surviennent
avec des hyperhomocystéinémies modér@&s-25 umol/LY>. Cependant, si la fonction
rénale est altérée, le taux de t-Hcy peut atteindre les concentrations interméa@miss

63, 64

pmol/L)
Thiolactone

L’'Hcy thiolactone, un thioester cyclique de I'homocystéine, a récemment suscité l'attention
pour son role potentiel dans I'athérosclérose et la maladie thromboemboffy&a plus des

voies de la transulfuration et de la reméthylation, I'Hcy intracellulaire peut étre convertie par
l'enzyme méthionyl-tRNA synthase en un complexe homocystéine-AMP. Ensuite, ce
complexe est catabolisé en Hcy thiolactone, empéchant de ce fait l'incorporation de
I'hnomocystéine dans les chaines naissantes de polypeptide. Cependant, I'Hcy thiolactone a des
propriétés réactives uniques qui peuvent mener a ’lhomocystéinylation des résidus de lysine et
des groupes libres d'amine sur de nombreuses protéines cellulaires, ayant pour résultat une
diminution de lactivité biologique et une dégradation prématuréen outre, I'Hcy
thiolactone sécrété dans la circulation peut s’associer aux protéines du plasma; ce qui pourrait
potentiellement contribuer au développement de I'athérosclérose et de la maladie
thromboembolique. Des travaux récents ont démontré que I'Hcy thiolactone diminue l'activité
de la paraoxonase associée aux HDL (PON-HDL), rendant de ce fait les HDL moins
protectrices contre des effets toxiques de I'Hcy thiolactone et contre le stress Yxydiesit

études additionnelles employant les modélesvivo physiologiquement appropriés sont

nécessaires pour comprendre mieux le réle I'Hcy thiolactone sur I'athérogenese.
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2.2. Facteurs favorisant une hyperhomocystéinémie

Les déterminants de I'homocystéine totale plasmatique sont complexes et impliquent des

facteurs environnementaux, nutritionnels et génétiques (Tableau 2).

Tableau 2. Causes d’hyperhomocystéinémie

Hyperhomocystéinémies

Causes Intermédiaire et modérée Sévere
(16 — 50pumol/L) (> 50 umol/L)
Génétiques Déficit hétérozygote en CBS Déficit homozygote en CBS

Nutritionnelles

Thérapeutiques

Etats pathologique

S

PolymorphismeMTHFR C677T

Déficit en folates
Déficit en Vitamine B6
Déficit en Vitamine B12

Anticonvulsivantes
Méthotrexate
Phénytoine
Monoxyde d’azote
Azaribine

Insuffisance rénale chronique
Hypothyroide
Psoriasis
Arthritie rhumatoide
Diabete type Il
Cancers (pancréas, sein, ovaire)

Déficit homozygote en MTHFR
Déficit en méthionine synthase
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2.2.1. Les facteurs environnementaux

Les facteurs environnementaux principaux qui contribuent & une hyperhomcytéinémie
modéreée, incluent I'age, le sexe, certains médicaments et différentes conditions pathologiques.
Les personnes agées ont de taux plus élevé d’Hcy. Dans ce groupe d’age, le statut vitaminique
a une influence majefe Les hommes ont une Hcy plus élevée que les femmes, due & une
plus grande masse musculaire ou aux effets sur les hormones s&uéfles
L’hyperhomocystéinémie modérée peut étre liée a la prise des certains médicaments comme
le methotrexate, la phénytoine, la carbamazepine qui interférent avec le métabolisme des
folates, le monoxyde d'azote, qui inactivent la vitamine B12, I'azaribine qui empéche
I'activité de la CBS. Les contraceptifs, la pénicillamine ou les oestrogénes oraux diminuent
I'Hcy "%, Mais d’une maniére générale, des suppléments en folates et/ou en vitamine B12 sont
suffisants pour abaisser le taux d'Hfty Des conditions pathologiques comme
I'hypothyroidie, I'insuffisance rénale, les affections inflammatoires (notamment intestinales),

I'arthrite rhumatoide, le psoriasis, le diabéte de type I, les maladies lymphoprolifératives et

certains cancers (sein, ovaire, pancréas)

2.2.2. Facteurs nutritionnels

2.2.2.1. Les folates ou vitamine B9

La vitamine B9, comme toutes les vitamines du groupe B, est hydrosoluble. La vitamine B9,
ou folacine, est aussi appelée acide folique pour la forme synthétisée servant de supplément et

folate pour celle présente naturellement dans les aliments.
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Les caractéristiques générales

Le terme de « folates » (ou folacine ou vitamine B9) qualifie 'ensemble des composés dans

lesquels I'acide ptéroique est lié a une ou pl

Acide ptéroique

usieurs molécules de glufaigate 3). La plus

e B

Figure 3. ACIDE FOLIQUE

grande partie de I'acide folique est présente dans les aliments sous forme de polyglutamates

(entre 1 et 7 résidus glutamates reliés en chaine au glutamyl constitutif).

L'absorption se fait au niveau du duodénum et du jéjunum, aprés hydrolyse en

monoglutamate; c’est un processus actif saturable trés dépendant du pH et du sodium. Le sang

portal achemine I'acide ptéroylglutamique au foie ot il est méthyfé

C’est sous cette forme que la molécule est transportée dans le sérum, excrétée dans la bile,

puis réabsorbée. Ce cycle entérohépatique

représente une trés forte circulation quotidienne de

folates ©80 pg/jour) et constitue une voie importante de redistribution de I'acide folique aux

tissus périphériques.
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Les fonctions physiologiques

Les folates facilitent le transfert des unités mono carbonées a partir de multiples biomolécules
vers des nombreuses réactions biosynthétiques telles que la synthése de purine et de
pyrimidine, la synthése de la méthionine a partir de I'Hcy. Un apport adéquat en folates est

essentielle pour la division cellulaire et I'homéostasie, en produisant de I'ADN (Fifure 4)

voie de Mowo

desoxyuridine
4 thymidylate synihitase s
4TDP
Ko Lmihylen DHE 4TTF  dCTP dGTP dATP
1 i
Ty DN polymérase
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THF

homacystéine -

N5 methyl THF

Figure 4. Folates et synthése de I’ADN

Réduction de 'acide folique

Pour étre métaboliquement active, la molécule doit étre réduite par une enzyme, la
dihydrofolate réductase qui fixe d’abord 2, puis 4 atomes d’hydrogéne sur la molécule, ce qui
explique sa grande sensibilité a I'oxydation.

Ainsi, le ptéroylglutamate subit une double réduction en THF (TétraHydroFolate).

glycine sérine
M5 N10
méthylene THF
\ / desoxyuridilate
thymidylate

Figure 5. Cycle des folates 31



Méthylation du THF

La fixation des groupements monocarbonés en 5 et 10 conduit aux formes circulantes et
actives (5,10-MTHF et 5-MTHF).

Déméthylation du 5-MTHF

La molécule de 5-MTHF véhiculée par le sérum doit étre déméthylée pour intégrer le cycle
folique cellulaire, et ce transfert de méthyl qui permet la synthése de la méthionine, nécessite
la MTHFR et son cofacteur enzymatique, la méthylcobalamine.

C’est en tant que donneur de méthyl que l'acide folique joue un réle fondamental dans le
métabolisme de I'Hcy et, par voie de conséquence, dans le métabolisme cérébral et nerveux.
2.2.2.2. La vitamine B12

La vitamine B12 appartient a la famille des corrinoides. Elle est constituée d’un noyau corrine
et d’un ribonucléotide reliés entre eux par un pont amino2- propanol (Figure 6) :

- le ribonucléotide : il résulte de la condensation de la 5,6 - diméthylbenzimidazole (= base

azotée) avec un sucre, le Ribose 3’ phosphate.

32



Figure 6. Vitamine B12 oucyanocobalamine

Le noyau corrine : il est formé d’un atome de Co central relié a 4 noyaux pyrrole ainsi qu’a un
ligand anionique (- X), dont la nature permettra de définir :

* La cyanocobalamine (- X = - CN), I'hydroxocobalamine (- X = -OH) : ces 2 composés sont

a Co 3+, stables et utilisés en thérapeutique

* La méthylcobalamine (- X = - CH3), et la 5’ -désoxyadenosyl cobalamine (- X = -5'd
Ad) sont les formes coenzymes actives (avec Co 1+)

Métabolisme

La vitamine B12 est présente dans les aliments d'origine animale et est exclusivement
synthétisée par des bactéries. Liée aux protéines, elle est libérée du support alimentaire dans
'estomac sous l'effet du pH acide. L'absorption digestive (iléon) nécessite la liaison a une
protéine, le facteur intrinséque, synthétisé par les cellules pariétales gastriques. Le transport
est assuré par des transporteurs spécifiques : les transcobalamines I, I, III.

La transcobalamine 1.

Elle est la plus importante car elle fixe plus de 80 % de la vitamine B12 absorbée. C’est une

glycoprotéine de 38 000 Da synthétisée par divers tissus (hépatocyte, entérocyte, macrophage,
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cellules médullaires). Elle délivre la vitamine B12 aux cellules utilisatrices (moelle osseuse,
foie, glandes endocrines) par un mécanisme d’endocytose récepteur-dépendant

Les transcobalamines | et 11l

Ce sont des glycoprotéines ubiquitaires (PM = 120 000 Da) produites essentiellement par les
granulocytes, surtout les promyélocytes et myélocytes. Elles transportent la B12 sans la

distribuer aux cellules utilisatrices.

2.2.2.3. La vitamine B6

La vitamine B6, en tant que cofacteur de la CBS et de la CGL (voie de transulfuration) est un
important modulateur des taux plasmatiques d’Hcy.

Le terme «vitamine B6 » désigne 6 composés : ledpyal (PL), la pyridoxine (PN), la
pyridoxamine (PM), et leurs dérivés phosphorylés respectifs, le pyridoxal 5’-phosphate (PLP),
la pyridoxamine 5’-phosphate (PMP), et la pyridoxine 5’-phosphate (PNP).

Nous nous intéressons seulement au phosphate de pyridoxal ou PLP.

Métabolisme

Dans la lumiére de l'intestin gréle, le PLP et le PMP présents dans les produits animaux sont
hydrolysés par une phosphatase pour étre absorbés sous forme de PL et de PM par
I'entérocyte, par un mécanisme de diffusion passive non saturable.

Le PLP est formé par phosphorylation du PL catalysé par la pyridoxal kinase. Certains tissus
(le foie, le cerveau et les érythrocytes) peuvent synthétiser le PLP a partir de la PN (présents
dans les produits végétaux).

Le foie est le principal site de synthese du PLP et c’est le seul organe capable de libérer dans

le sang la vitamine B6, sous forme de PLP.
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Le réle tres important de ces vitamines du groupe B comme cofacteurs enzymatiques et
comme substrats dans le métabolisme de I'Hcy explique la relation inverse entre les taux

plasmatiques d’Hcy et ceux de vitamines B9, B6 et B12.
2.2.3. Facteurs Génétiques

Il existe plusieurs polymorphismes des enzymes intervenant dans le cycle des folates et la
reméthylation de I'hnomocystéine. Il s'agit principalement de variants génétiques des enzymes
5,10-Méthylenetétrahydrofolate réductaddTHFR C677T, A1298C Méthionine synthase

(MTR A2756(, Méthionine synthase réductaddTRR A66G. De plus, un polymorphisme
portant sur une protéine de transport de la vitamine B12, la transcobalai@eC/76G, a

éte rapporté et peut également s'associer a une hyperhomocystéinémie relative (Figure 7).
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Cob-II
+— MTRR
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Figure 7. G énes des enzymes intervenant dans le m étabolisme de I'homocyst éine.
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2.2.3.1. Les polymorphismes du géne MTHFR C677T, A1298C, T1317C

Le géne de la MTHFR fut localisé par Goyette et al. en 1994 dans le chromoSore 1
géne de la MTHFR comprend 11 exBh®lus tard, Gaughan et al. ont montré que le géne ne
contient pas TATA box, mais contient plusieurs ildts CpG trés importants pour les sites
d’union pour des autres facteurs de transcription. MTHFR catalyse la formation de 5 méthyl-
THF & partir de méthyléne-THF 570Ce dérivé méthylé du THF est nécessaire pour la
reméthylation de I'homocystéine en méthionine. Le polymorphisme C677T (substitution
d’'une alanine pour une valine), rend MTHFR thermolabile avec une diminution de 50% de
son activité®. Deux autres polymorphismes de type SNP ont été identifiés dans le géne
MTHFR, A1298Ct une mutation silencieuse T131%C

La prédominance du polymorphisn@677T est relativement élevée dans la population
générale ; la prédominance des homozygotes 677TT est de 5 a 15% dans la plupart des
populations caucasienris

La concentration de t-Hcy est d’autant plus élevée chez les porteurs du génotype 677TT que
le statut folique est déficied®® ou qu'il existe des apports insuffisarits 3% Il existe
d’autres polymorphismes, dont le plus fréquent est A1298C. Ce polymorphisme considéré
isolément n’a pas d’influence sur la concentration en Hcy.

2.2.3.2. Le polymorphisme MTR A2756G

La reméthylation de [I'homocystéine en méthionine nécessite une enzyme, la 5-
méthyltétrahydrofolate-homocystéine S-méthyltransférase, mieux connue sur le nom de
méthionine synthase (MS). Cette enzyme a comme cofacteur la vitamine B12.

En 1996, Li et al. ont isolé et caractérisé le géne humain de la MS (MTR dans la
nomenclature des gén&s)Comme pour MTHFR, le géne codant pour I'enzyme se trouve

dans le chromosome 1 (1943)
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Les mutations deMTR peuvent produire une diminution de l'activité de I'enzyme et par
conséquent une élévation de I'Hcy. Le polymorphigk2&56G (substitution d’'un résidu de

acide aspartique par la glycine) a été décri®pdf. La diminution de I'activité enzymatique

joue un réle dans la tumorigénése et dans le retard mental. Ce polymorphisme a donc été
étudié principalement dans les anomalies du tube neural et Syndrome d&°D8Wi°. La

relation entre ce polymorphisme et les MCV a été étudiée plus récethment

2.2.3.3. Le polymorphisme MTRR A66G

La reméthylation de I'Hcy en méthionine nécessite la MS (le gendViéRR dans la
nomenclature) dont le cofacteur est la cob(l)alamine, ensuite la cob(l)alamine est oxydée
(cob(l)alamine), ce qui rend la MS inactive. La méhionine synthase reductase (MSR)
régénére la forme fonctionnelle de la cobalarffine

Un polymorphisme du géne de la MSRTRR A66G se traduit par une substitution d’une
isoleucine par une méthioninddTRR GG peut théoriquement influencer le transport
cellulaire et le métabolisme de la vitamine B12. Ce polymorphisme est associé aux anomalies
de fermeture du tube neural (AFTN) en présence d’un niveau bas de vitamifig&Bdge
élévation de la concentration de I'H&y mais les résultats des autres études sont
contradictoires*®’.

2.2.3.4. Le polymorphisme TCNC776G

La transcobalamine Il (TCII) est une globuline plasmatique de transport de la vitamine B12.
Son absence provoque une anémie mégaloblastique sévére détectée dés’febéagéee

(TCN) de la TCII peut présenter plusieurs polymorphismes a I'origine de modifications de la
concentration plasmatique en homocystéine. La mutation la plus commune correspond a la
substitution d’une base cystine en guanine en position 7786(F"°. La conséquence au
niveau protéique est le remplacement d’'un acide aminé arginine au profit d’'une proline

(codon 259%. L'alléle TCN 776 Gdiminue la transcription de la TCIl et il existe par
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conséquent une diminution de la concentration plasmatique en TCIl. L’influence faible de
l'allele TCN 776 Gsur la concentration de I'Hcy a été documentée dans des populations de
Caucasiens® '® En revanche, I'association des formes mutées MTIFR et de |aTCN

favorise I'apparition d’une hyperhomocystéinémie sévére chez I'embryon et augmente le

risque d’avortement spontaié

llI- MICI et métabolisme de 'lhomocystéine

1. Métabolisme de I'homocystéine et MICI : des interactions complexes

Une hyperhomocystéinémie modérée est fréquente chez les sujets atteints & MICI
Etant donné qu’une hyperhomocystéinémie est un facteur de risque reconnu de thromboses dans
la population générale et que les patients avec MICI présentent un risque accru de maladie
thrombotique, plusieurs équipes ont cherché a expliquer ce surrisque par une
hyperhomocystéinémie. Aucune étude n'‘a pu a ce jour montrer une association entre
métabolisme de 'homocystéine et thromboses au cours des®iIEx revanche, des données
récentes suggerent une relation entre homocystéinémie et histoire naturelle de la maladie. En
effet, 'homocystéine pourrait favoriser le développement et le maintien d’une inflammation de
la muqueuse intestinale via un stress oxydatif et une augmentation de la production de cytokines
proinflammatoires comme le TNE®, contribuer & I'état inflammatoire de I'endothélium
muqueux par le biais d'un stress du réticulum endoplasmiqué’{RBire méme moduler la
relation avec les microbes de notre ff§teContrairement au glutathion et & la cystéine, qui ont
des fonctions d’homéostasie cellulaire et une action anti-oxydante, 'homocystéine est ainsi
considérée comme un « mauvais » ffifolRécemment, les taux d'homocystéine ont ainsi été
corrélés & l'activité, au nombre de poussées et a la durée de [R’RE#t ailleurs, les

anomalies épigénétiques (méthylation de I’ADN) associées a une hyperhomocystéinemie et a
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une carence en folates pourraient quant a elles expliquer, au moins en partie, 'augmentation du

risque de cancer colorectal observée chez les malades souffrant d&NTI

2. Hyperhomocystéinémie et stress cellulaire : une nouvelle piste dans la

pathogénie des MICI ?

2.1. Stress oxydatif

L’homocystéine possedm vitro une action pro-oxydante, son groupe thiol étant
oxydé pour former des especes réactives de I'oxygéene qui sont responsables de Iésions et de
dysfonctionnement cellulair8. De nombreuses études ont mis en évidence le réle majeur joué
par les especes réactives de I'oxygene dans la survenue des lésions de la muqueuse colique au
cours des MICH" ™2 Des taux accrus de glutathion peroxydase ont ainsi été mesurés dans le
plasma des patients atteints de MICI en réponse au stress dxydatifomocystéine peut
eégalement sensibiliser les cellules au stress oxydatif en diminuant I'expression d'une large
gamme d'enzymes anti-oxydantes. Des résultats récents indiqguent notamment que I'expression
et l'activité de I'néme oxygénase-1 et de la glutathion peroxidase étaient diminuées lors de
cultures de cellules endothéliales aprés traitement par de I'homoc¥étéifteCest ainsi
gu’une une diminution de la capacité antioxydante totale a été rapportée chez les sujets atteints
de MICI® La prise de méthionine et une hyperhomocystéinémie entrainant des lésions
endothéliales et épithéliales potentiellement impliquées dans la pathogénie des MICI, trois anti-
oxydants ont été testés dans des modeéles expérimentaux de colite inflammatoire chez la
souris'’. Les résultats prometteurs obtenus avec ces molécules doivent étre & présent confirmés
chez 'homme. Des études complémentaires sur le réle pivot du stress oxydatif secondaire a
I'activation de la voie Necrosis Factor kappa B (RB}- en présence d’homocystéine sont

également attendu&¥ 9

39



2.2. Inflammation aigué et chronique

Il a été montrén vitro que I'homocystéine pouvait stimuler la production de plusieurs
facteurs pro-inflammatoires tels que MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1), une
chémokine pour les monocytes, et 'interleukine (IL)-8, une chémokine pour les lymphocytes T
et les neutrophiles, ceci via I'activation du facteur de transcription NE*B8: 129

L’homocystéine est également capable de moduler la réponse inflammatoire en
régulant la synthese de molécules d'adhésion comme VCAM-1 (vascular cell adhesion
molecule-1) et ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1), ainsi que celle du PAI-1
(plasminogen activator inhibitor-£}, I'expression de ces 3 molécules étant augmentée chez les
patients atteints de MIEF. Enfin, Les résultats d'expériences meniewitro et in vivo
suggerent que I'homocystéine pourrait provoquer des lésions de la muqueuse intestinale par un
effet cytotoxique médié par le TNF. En effet, ’lhomocystéine induirait une mort cellulaire en
augmentant la capacité du T&l& détruire les potentiels membranaires mitochon®ri&.

Au total, les lésions induites par I'homocystéine via une augmentation de la
production de molécules d’adhésion, de cytokines, et de chémokines pourraient participer au
maintien d’une inflammation chronique de la muqueuse intestinale chez les patients atteints de
MICI. Des études portant sur d'autres cytokines induites par I'hnomocystéine, dont IL-6,
pourraient permettre une meilleure compréhension du réle de 'homocystéine dans la régulation

de I'inflammation intestinafé*

2.3. Stress du réticulum endoplasmique
Dans les cellules eucaryotes, le réticulum endoplasmique (RE) est le site principal de
synthése et de maturation des protéines transmembranaires et des protéines résideMgs du RE
Afin d’assurer le repliement correct des protéines synthétisées avant leur passage dans

I'appareil de Golgi, il existe dans le RE de nombreuses molécules chaperonnes telles que la
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GRP78 (glucose regulated protein-78) aussi appelé&°Bimrsque les capacités du RE sont
dépassées, empéchant donc le repliement correct des protéines, on parle de « stress du RE ». A
I'état normal, le systéme appelé « unfolded protein response » va alors étre activé et aboutir a la
dégradation de ces protéines de mauvaise qifali8ependant, un stress prolongé du RE,
comme cela est observé en cas d’hyperhomocystéinémie, peut causer une apoptose des cellules
endothéliale¥®
Récemment, Danese et al. ont montré que la néoangiogénese était un phénomene

impliqué dans la pathogénie des MI€I Les auteurs ont notamment montré que le taux de

VEGF (vascular endothelial growth factor) était significativement élevé dans des

prélévements de muqueuse intestinale de patients atteints de MC ou &&. EGiit donné

gu’in vitro, on observe une surexpression du VEGF et de la GRP78 apres stimulation des

cellules par 'nomocystéin®, un lien entre stress du RE, VEGF et homocystéine est probable

au cours des MICI. La bétaine est un donneur de méthyle dans la reméthylation de

I'homocystéine en méthionitfe L'apport alimentaire en bétaine étant connu pour diminuer le

taux d'homocystéine et diminuer les lésions hépatiques liées a la prise d’alcool chez la

souris®®, la bétaine pourrait donc étre utilisée pour prévenir et/ou traiter le stress du RE induit

par I'hnomocystéine. Ces données méritent toutefois confirmation chez 'lhomme.

2.4. Hypométhylation

La méthylation des régions promotrices du génome joue un rdle majeur dans la
régulation de I'expression des génes. Une hyperméthylation entraine une répression, alors
qu’une hypométhylation est associée & une activation de'genes

L'homocystéine influence le niveau de méthylation de I'ADN car : (a) la reméthylation
de I'nomocystéine produit de la méthionine, le précurseur de la S-adénosylméthionine (SAM)

qui est un donneur de groupes méthyles impliqués dans plus de 100 réactions de méthylations
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(dont celle de 'ADN) dans notre organisme, et (b) la SAM, est un puissant inhibiteur des
enzymes responsables de la méthylation de I'’ADN, les méthyltransféfalieibition de ces
dernieres par une hyperhomocystéinémie est donc responsable d'un état d’hypométhylation
dans la cellule. Cette hypométhylation pourrait alors avoir comme conséquence d’activer
certains genes pro-inflammatoires chez les sujets atteints de MICI, méme si aucune donnée
n'est a ce jour disponible a ce sujet.

Par ailleurs, une hypométhylation globale de I'ADN' associée a une
hyperméthylation spécifique de genes suppresseurs de tumeurs est un trait caractéristique des
cellules tumorales, comme cela a été démontré dans le cancer colorectal et le carcinome
hépatocellulair®® 1% 132 || a notamment été rapporté une hyperméthylation spécifique des
promoteurs des génes pl6 et hMLH1 dans les tumeurs color&étaf@d *3° Une
hypométhylation globale de I'ADN, peut-étre secondaire a une hyperhomocystéinémie par
carence en folates, a été mise en évidence dans les formes sévéres'tfe Gt données
pourraient donc expliquer, au moins en patrtie, le surisque de cancer colorectal chez les sujets
souffrant de MICI. Plus récemment, une hyperméthylation du récepteur a l'cestrogéne a été
proposée comme un marqueur du risque de néoplasie colorectale dans'fi Ba@Mgnant
I'implication possible d’anomalies épigénétiques dans la carcinogénése colorectale au cours des

MICI ou d’autres cancers digestits

2.5. Interactions avec les entéropathogenes : Vers un rble de I'homocystéine dans
limmunité Innée ?

L'intestin humain est constamment en contact étroit avec divers microorganismes. Des
études récentes sur I'immunité innée suggeérent que la reconnaissance de bactéries spécifiques
par I'nbte est cruciale pour empécher le développement d’'une inflammation intestinale

excessive. L'un des principaux systémes antimicrobiens des cellules phagocytaires est INOS
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(inducible nitric oxide synthase), qui est responsable de la production de la molécule
effectrice, I'oxyde nitrique (NOY. En effet, des souris déficientes en iNOS sont plus
susceptibles a diverses infections intestinales, y compris Mycobacterium tuberculosis, Listeria
monocytogenes et Salmonella entefftaUne hyperhomocystéinémie pouvant empécher
l'action antimicrobienne du NO sur Salmonella typhimuffinune hyperhomocystéinémie
pourrait augmenter la susceptibilité vis-a-vis de certains entéropathogénes au cours des
MICI'*® Cette piste pourrait expliquer au moins en partie le role délétére de

I’hyperhomocystéinémie chez ces patients.

3. Facteurs influencant ’'homocystéinémie au cours des MICI

3.1. Prévalence de I'hyperhomocysténémie au cours des MICI

En 2001, Papa et al. rapportaient une hyperhomocystéinémie chez 26,5 % des patients
atteints de MICI contre 3,3 % chez les sujets $¥in©nze études ont retrouvé une
hyperhomocystéinémie modérée (8,7 a 15,9 umol /L) chez les patients atteints de MC ou de
RCH"% Le tableau 3 reprend les résultats de ces différentes études. Deux études ont
également étudié la concentration en homocystéine sur des prélevements de muqueuse colique
chez des sujets atteints de MICI : les taux intra-muqueux étaient nettement plus élevés que
chez les sujets sait$ *2 permettant de confirmer clairement I'existence d’une association

entre hyperhomocystéinémie et MICI.
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Tableau 3. Homocystéinémie chez les sujets atteints de MICI (maladie de Crohn notée MC

ou rectocolite hémorragique notée RCH).

Homocystéine aumol/L) : moyenne + écart-

type ou médiane [extrémes]

Patients
Références atteints de | Patients atteints de Sujets sains Valeur de P
MICI MICI
(RCH/MC)
Cattaneo et af- 61 (29/32) 12.2 4.7 10.5 +4.6 P = 0.045
Mahmood et al.* | 68 (37/31) 13.2 %.8 7.4+28 p <0.01
Maire et al** 171 (0/171) 14.8 [4.1-51] 4.4-12.4 ND
Ramagnuolo et al** | 65 (9/56) 8.74 6.6 0.4 p <0.05
Koutroubakis et af* [108 (53/55) | 15.9 #0.3(RCH) et 9.6 +3.4 p <0.05
13.6 £6.5 (MC)
Oldenburg et af* P31 (89/142 12.3 [4.6-51,3] 11.1 [3.9-27.6] P =0.001
Chowers et af:*  [105 (0/105) 10.9+5.1 75+15 p = 0.0001
Lambert et af™ 21 (0/21) 13.24 £.53 10.2 3.6 p<0.01
Bjerregaard et d:’  [106 (52/54) 10.7 ND ND
Papa et af**’ 64 (39/25) 11.7 +5.7 78+25 P =0.001
Mahmud et af* 174 (91/83) | 10.85 [3.25-39.24] 8.99 [4.13-16.16] p = 0.000

ND : non déterminé.
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3.2. Facteurs nutritionnels

Les carences nutritionnelles observées chez les sujets atteints de MICI peuvent étre la
conséquence de nombreux phénoménes tels que: l'anorexie, les carences nutritionnelles
d’apport, I'amaigrissement, la malabsorption secondaire aux résections chirurgicales ou aux
lésions causées par I'inflammation muqueuse chronique.

Plusieurs études ont exploré [linfluence des déterminants nutritionnels de
I'hyperhomocystéinémie chez les patients atteints de ffICI
Globalement, il faut retenir que dans ces études, une carence en folates et/ou vitamine B12
semblait étre la principale cause des hyperhomocystéinémies constatées chez les patients
atteints de MICY*

Dans deux études italiennes, la prévalence d’'une carence en folates était plus élevée
chez les patients MICI (15 %) que chez les sujets sains (B £00,02) et le seul facteur
indépendant significativement associé a une hyperhomocystéinémie était le taux de folates, ceci
quels que soient les génotypd3HFR ou CBS*™*" %% De méme, des sujets sains avaient des
taux significativement plus élevés de vitamine B12 et de folates que les patients RCH ainsi que
les patients MC dans deux autres séries, mais le taux d'homocystéine sérique était seulement
associé de maniére indépendante au taux de fSfatés

En effet, le lien entre vitamine B12 et homocystéinémie semble moins évident au

% ont mis en évidence des taux de vitamine B12

cours des MICI. Mahmood et a
significativement plus élevés chez les patients atteints de MICI par rapport aux sujets sains (en
moyenne 490 ng/L versus 289 ng/L respectivement ; p<0,0005), mais il n’existait qu’une faible

corrélation entre les taux d’homocystéine et de vitamine B12. Ces résultats ont été confirmés

il..42

par Ramagnuolo et ali™ montrant que I'hyperhomocystéinémie au cours des MICI était

associée a une baisse des taux de vitamine B12 mais pas a une réelle carence en vitamine B12.
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Contrairement aux folates et a la vitamine B12, l'influence du taux de vitamine B6
(pyroxidine) sur celui de ’lhomocystéine dans les MICI serait quasi nulle. Dans une étude cas-
témoins, la concentration en vitamine B6 a été trouvée inférieure chez les patients MICI que
chez les sujets témoins, mais aucune association significative n'a été observée avec les taux

d'homocystéine plasmatiqgifé

3.3. Facteurs génétiques

Les données concernant la prévalence du vai@B#7T de la MTHFR restent
discordantes ; ils sont résumés dans le tableau 4. Alors que deux études réalisées en Europe du
Nord retrouvaient une augmentation significative de la fréquence du génotype homozygote
MTHFR TT*" 18 quatre études réalisées en Europe du sud (deux en Italie, une en France et une
au Portugal) et une série chinoise ne retrouvaient pas de différence significative pour ce

variant3” 150153

.2%® ont été les premiers a retrouver une prévalence accrue de

Mahmud et a
I'hnyperhomocystéinémie et du variaMTHFR 677 Tdans une série de patients irlandais
atteints de MICI ; les auteurs retrouvaient 17,2 % de patients atteints de MICI présentant ce
génotype contre 7,3% de sujets témoins (p=0,01). Une étude Ddfibiaeconfirmé ces
résultats, avec 15,1 % de patients atteints de MICI présentant une homo@gyatiecontre
8,3% dans la population générale (p<0,01).

Cing autres études ont analysé la prévalence du v&&fTdans les MICI ; aucune
de ces études n'a retrouvé de différence significative entre les sujets avec MICI et les
témoing® Ces résultats sont cependant difficilement interprétables car la fréquence des
polymorphismes de IMTHFR varie selon des facteurs géographiques et ethniques. Le faible

effectif ainsi que l'absence de données sur le statut en folates dans ces études pourraient

également expliquer ces résultats discordants.
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Tableau 4. Association entre polymorphismes deMBHFR et risque de MICI (maladie de

Crohn notée MC ou rectocolite hémorragique notée RCH).

Fréguence du génotype TT | Odds ratio
(% [IC & 95%)) [IC & 95%)]
Nombre de . .
Références Année Pays cas Patlggtl\smact:tlemts Sujets sains P
(RCH/MC)
Chenetal | 2005 | Chine | 72(72i0) [**° 93][5’84' " 613’2% o p = 0,3707
Magro et af>® | 2003 | Portugal | 116 (42/74 12’919 06[]6'80' 4 95_’194 88] NS
Bler;el%%ard ® | 2002 Danemar | 106 (52/54) 15’121 o Z{]8'25' 6 62’_3 o5 | 2[L1-35] | p<0,01
Vecchi et af® | 2000 | Italie | 102 (51/51) 25’533 9%]6'99' 17 622’2% 56] NS
Guedon et al®® | 2001 | France | 73 (11/62) 9.6 16 39[]2'79' " oels(-)i; 37] NS
Papaetal® | 2001 | Italie | 64 (39/25) 17’226 50[]7 87- " 511’2% 5 0=10
' RCH : 2,81
Mahmud et a**® | 1999 | Irlande | 174 (91/83)| 1’ - 8[%]1'61' " 23,7_’130 . [I\l/l'é*?'g’g] 0 =001
[1,19-5,97]

NS : non significatif.
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Un autre variant de IMTHFR a été étudié au cours des MICI, le génotyi@98C;
une étude réalisée en Chine centrale sur 72 patients porteurs d'une RCH n’'a pas retrouvé
d’association significative entre le variaht298Cet le risque d’étre atteint d’'une RCH. Dans
cette derniére étude, il existait en revanche un risque accru de RCH pancolique chez les sujets
porteurs des génotype7TT et C677T/A1298C avec un Odds ratio a 4,92 (intervalle de
confiance & 95% :1,3-1835.

Peu d’études ont porté sur les polymorphismes des autres enzymes du métabolisme de
I’'homocystéine. Une seule étude a porté sur I'association du polymorphisoiSd@64ins68)
aux MICI*'. Les résultats concluaient que la prévalence de la mutation hétérozygote de CBS
était identique chez les patients atteints de MICI et chez les sujets sains. Le G@réGt
étudié dans une série de patients atteints de RCH, n’était pas non plus associé au risque de
développer la maladi&. Des études portant sur de plus larges échantillons de populations sont
donc nécessaires afin de mieux étudier l'influence de ces polymorphismes sur le niveau

d’homocystéine plasmatique au cours des MICI et sur le risque de développer de la maladie.

3.4. Influence des traitements

Parmi les traitements incriminés, les aminosalicylés ont longtemps été considérés
comme une cause d’hyperhomocystéinémie dans les MICI. On pensait en effet que I'absorption
des folates était inhibée par la sulfasaldzih€ependant, aucune association n'a été observée
entre l'utilisation des aminosalycilés et le taux d’homocystéine plasmatique dans les études les
plus récentdd’. Les effets du méthotrexate, un antagoniste de I'acide folique, sur
I’'hnomocystéinémie n'ont jamais été évalués dans les MICI, alors que cette molécule est une
cause reconnue d’hyperhomocystéinémie chez les patients atteints de polyarthrite
rhumatoid&®. Par ailleurs, les polymorphismes du g&eHFR ne semblent pas influencer

l'efficacité du méthotrexatd®. En revanche, ils pourraient moduler la toxicité liée a ce
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traitement. En effet, les effets secondaires sous méthotrexate seraient plus fréquents chez les

individus homozygotes pour l'alléle 1298C deVAHFR™®.

4. Métabolisme de I'homocystéine et thromboses au cours des MICI

Dans les MICI, le "dysfonctionnement endothélial* associé a I'hyperhomocystéinémie
pourrait prédisposer a la survenue d'une maladie thromboembolique par différents
mécanismes . augmentation du stress oxydatif vasculaire, perte du potentiel de vasodilatation
NO-dépendante et/ou apoptose des cellules endothéliales résultant du stress prolorgé du RE
De plus, 'homocystéine provoque une augmentation des taux de ICAM-1, VCAM-1, IL-8,
MCP-1 et de PAI-1 qui pourrait contribuer au développement des complications
thromboemboliques puisque ces molécules ont des propriétés a la fois proinflammatoires et
prothrombotiques. Une stimulation de la production de facteurs procoagulants (facteur
tissulaire, facteur V), wune inhibition de molécules anticoagulantes (heparin-like
glycosaminoglycan, antithrombine 1ll, protéine C activée, thrombomoduline) et une diminution
de la fibrinolyse pourraient également favoriser le développement de throfmboses

Les complications thrombotiques représentent une cause de morbidité et de mortalité
non négligeable chez les sujets atteints de MICI, avec une incidence évaluée entre 1,3 et 6,4%
selon les séries mais qui peut atteindre 39% dans des séries autolF8idilels faut noter que
les complications thromboemboliques observées au cours des MICI sont principalement des
thromboses veineuses profondes (atteignant avec prédilection les membres inférieurs) et des
embolies pulmonairé2 >

Récemment, une augmentation du risque d’athérosclérose a été rapportée chez les
patients atteints de MICI, avec notamment une association significative entre I'épaisseur de
lintima/média des arteres carotides communes et le taux d’homocystéine plasmatique,

suggérant une possible implication de I'hyperhomocystéinémie dans la survenue des
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thromboses au cours des M€l Cependant, dans une étude précédente, Papa &t al.
n'avaient pas retrouvé de différence de prévalence de I'hyperhomocystéinémie entre les patients
atteints de MICI ayant présenté des antécédents personnels de maladie thrombotique et ceux
indemnes de ce type de complication. Oldenburg et al. ont confirmé cette absence d’association
dans une série indépenddiite

Peu de travaux ont analysé les relations entre les polymorphismes des enzymes du
métabolisme de I'homocystéine et les complications thromboemboliques dans les MICI. A
notre connaissance, une seule étude a évalué I'association entre lebzafiande laMTHFR
et la survenue d’'événements thrombotiques dans les'fMi@ans cette étude francaise,
Guedon et al. avaient ainsi comparé quatre populations (un groupe de patients atteints de MICI
sans complication thrombotique, un groupe de malades avec MICI et complications
thrombotiques, un groupe aux antécédents de thromboses mais indemnes de MICI, et un groupe
de témoins sains): Les différences de prévalences du vaBiantT n’étaient pas
statistiquement significatives entre ces quatre populdtfbns

L’absence d’association entre les polymorphismes d®T&IFR et le risque de
maladie thrombotique au cours des MICI démontre que le métabolisme de I'homocystéine ne
semble pas jouer un rdle majeur dans la survenue de ce type de complication chez ces sujets.
Grip et al.’®’ayant confirmé le fait que des thromboses veineuses survenaient de fagon plus
précoce au cours de la vie chez les sujets atteints de MICI que dans le reste de la population
générale, les thromboses ont probablement une origine multifactorielle chez ces malades. C’est
ainsi que pour certains auteurs, le risque de thromboses pourrait étre augmenté uniqguement si le
génotype homozygot677TT est associé a d’autres anomalies de la coagulation comme une

mutation du facteur V de Leyder 1% 163
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IV-Obijectifs de la these

1. Quels sont les déterminants de I'hyperhomocystéinémie au cours des

MICI ?

Une hyperhomocystéinémie modérée est fréquente au cours des MICI. Méme si
plusieurs études ont identifié une carence en folates (et a un moindre degré une carence en
vitamine B12) comme une cause majeure d’hyperhomocystéinémie chez ces individus, les
déterminants nutritionnels et génétiques de cette hyperhomocystéinémie chez les sujets atteints
de MICI restent mal connus. En effet, dans la plupart des études disponibles dans la littérature,
I'influence des facteurs nutritionnels était analysée indépendamment de celle des facteurs
génétiques. Seuls Papa et al. ont étudié l'influence des facteurs génétiques et nutritionnels sur
une méme population et n'ont pas retrouvé d’influence du va@@a?Tde laMTHFR sur le
niveau d’homocystéinémi¥. Cependant, le faible nombre de malades inclus (n=64) ne
permettait de tirer aucune conclusion. Certaines études ont suggéré qu’une résection iléale était
associée & une hyperhomocystéinemie au cours de 1&*MCinfluence des autres
caractéristiques cliniques reste peu connue. Par ailleurs, divers médicaments sont susceptibles
de modifier le niveau d’homocystéinémie chez ces patients. Alors que les études les plus
récentes n'ont pas pu confirmer l'effet des aminosalicylés sur les taux de folates et
d’homocystéine plasmatiqu8§ d’autres médicaments comme I'azathioprine métabolisé entre
autres par I'enzyme TPMT pourraient interférer avec le métabolisme de I'homoc¥stéine
Nous avons donc déterminé linfluence des déterminants nutritionnels et génétiques mais aussi
des caractéristiques cliniques et des médicaments sur le niveau d’homocystéine plasmatique sur

une large série de patients atteints de MC.

51



2. Les déterminants génétiques du métabolisme de I'homocystéine sont-ils

associés au risque de maladie de Crohn en France ?

Les données concernant I'association du var@si7T de laMTHFR au risque de
MICI restent discordantes. Alors que deux études réalisées en Europe du Nord retrouvaient une
augmentation significative de la fréquence du génotype homozytidte-R TT, quatre études
réalisées en Europe du sud (deux en Italie, une en France et une au Portugal) ne retrouvaient pas
de différence significative pour ce varidhit Ces résultats sont toutefois difficilement
comparables puisque la fréequence des polymorphismesMe&H#&R varie selon des facteurs
géographiques et ethniques. Le faible effectif ainsi que I'absence de données sur le statut en
folates/vitamine B12 dans ces études sont d’autres facteurs qui pourraient expliquer au moins
en partie les différences observées entre les études. Peu d'études ont porté sur les
polymorphismes des autres enzymes du métabolisme de I'homocy#tdiReMTRR TCN et
CBS). Une seule étude a porté sur I'association du polymorphismB8e(864ins68) aux
MICI**": la prévalence de la mutation hétérozygote de CBS était identique chez les patients
atteints de MICI et chez les sujets sains. Nous avons donc étudié Il'association des
polymorphismedMTRR A66GMTHFR C677Tet A1298C MTR A2756GTCN C776CGavec le

risque de MC dans une cohorte de patients francais avec une MC.

3. Une hyperhomocystéinémie est-elle impliquée dans la pathogénie de la

maladie de Crohn via un stress oxydatif accru ?

Alors qu’aucune étude n’a retrouvé a ce jour une association entre complications
thrombo-emboliques et hyperhomocsystéinémie au cours des MICI, plusieurs études ont
suggéré qu’une hyperhomocystéinémie pouvait promouvoir une inflammation chronique de la

. . . .. . ﬁ"fl’ 112 L4z
muqueuse intestinale, principalement par le biais d'un stress ox{fa ll a été

démontré que les taux élevés d’homocystéine augmentaient l'activité de la superoxide
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dismutase (SOD), un marqueur fiable et validé du stress ox}fdfif Récemment, des taux
plasmatiques d'activité de la SOD plus élevés ont été rapportés chez des patients avec MICI
19 et les taux d’homocystéine ont été corrélés a |'activité, au nombre de poussées et & la durée
de la maladi®’. Nous avons donc analysé la relation activité de la maladie, stress oxydatif

mesuré ici par le taux de SOD et hyperhomocystéinémie au cours de la MC.

4 Les déterminants génétiques du métabolisme de 'homocystéine sont-ils

associés au phénotype et au risque de rectocolite hémorragique en Chine ?

Globalement, les facteurs génétiques potentiellement impliqués dans la pathogénie de
la RCH restent mal connus. Seul le gene de I'lL-23R a été réecemment associé a la RCH. Dans
une précédente étude réalisée en Chine centrale sur 72 patients porteurs d’'une RCH, nous
n‘avons pas retrouvé d’association significative entre les polymorphisifieis-R C677Tet
A1298Cet le risque d'étre atteint d'une REH Les polymorphismes du gef€N n’étaient
pas non plus associés au risque de développer la maladie. Il existait en revanche un risque
accru d'atteinte pancolique chez les sujets porteurs des géné®/pEset C677T/A1298C
avec un Odds ratio & 4,92 (intervalle de confiance a 95% :1,3-18,3, p=ff0AB)és avoir
mis en évidence une association entre le polymorphisme MTRR 66A>G et maladie de Crohn
chez des sujets francais, nous avons donc étudié I'association des polymorphiERiRs
A66G MTHFR C677TetA1298C MTR A2756GTCN C776CGavec le phénotype et le risque

de RCH dans une plus large cohorte de patients chinois souffrant de RCH.
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V-Matériels et Méthodes

1. Recrutement des sujets

1.1. Cohorte francaise

Les patients éligibles étaient des hommes et des femmes agés d'au moins 18 ans,
atteints d'une MC avérée. Le diagnostic de MC reposait sur des arguments cliniques,
radiologiques, endoscopiques et/ou histologiques. Cent quarante patients recrutés au Service
d'Hépato-Gastroentérologie (Centre Hospitalier Universitaire de Nancy, Pr MA Bigard) ont
éte recrutés de maniere prospective dans une étude cas-témoins. Les informations concernant
les caractéristiques cliniques et les traitements médicamenteux concomitants étaient
recueillies a l'entrée dans I'étude. La topographie de la maladie a été définie selon la
classification de Montréal’® *"* Ces sujets ont été comparés & 248 volontaires sains d'un
Centre de Médecine Préventive. Les sujets témoins étaient appariés aux sujets du groupe MC
en fonction de I'age et du sexe. Les patients recevant un traitement et/ou une supplémentation
en vitamines B susceptible d’influencer le métabolisme de I'homocystéine étaient exclus.
Tous les sujets étaient des Francais d'origine européenne. Le protocole de I'étude a été
approuveé par le Comité Consultatif de Protection des Personnes se prétant a des Recherches
Biomédicales de Nancy, et les sujets inclus dans I'étude ont donné leur consentement éclairé

par écrit.

1.2. Cohorte chinoise

Les patients éligibles étaient des hommes et des femmes agés d'au moins 18 ans,
atteints d'une RCH avérée. Le diagnostic de RCH reposait sur des arguments cliniques,
radiologiques, endoscopiques et/ou histologiques. Cent soixante-huit patients recrutés au

Department of Internal Medicine and Reseach center of Digestive diseases, Zhongnan
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Hospital, Wuhan, province of Hubei (RP China) étaient inclus prospectivement dans une
étude cas-témoins qui a duré 2 ans. Les informations concernant les caractéristiques cliniques
et les traitements médicamenteux concomitants étaient recueillies a I'entrée dans I'étude. La
topographie de la maladie a été définie selon la classification de Maorifréaés 168 sujets

ont été comparés a 219 volontaires sains d'un centre de dons de sang de Wuhan (RP Chine).
Les sujets témoins étaient appariés aux sujets du groupe MC en fonction de I'age et du sexe ;
ils ne présentaient aucun symptéme évoquer une MICI. Tous les sujets inclus étaient d’origine
ethnique Han (I'ethnie majoritaire en Chine) et étaient originaires de la province de Hubei, en
Chine centrale. Le protocole de I'étude a été approuvé par le Comité éthique local, et les
sujets inclus dans I'étude ont donné leur consentement éclairé par écrit, conformément a la

déclaration d’Helsinki.

2. Méthodes de dosage et de génotypage de I'ADN

Les prélevements sanguins ont été collectés a jeun dans des tubes EDTA et aprés
centrifugation immédiate les parties aliquotées ont été stockées a -70° C jusqu'a l'analyse. La
concentration en homocystéine a été déterminée par polarisation de fluorescence (IMx-
Homocystéine, Division diagnostique des laboratoires ABBOTT, Abbott Park—IL, Etats-Unis).
La vitamine B12 et les folates plasmatiques ont été analysées par immuno-dosage sur un ACS
180 (Chiron Diagnostics Corporation, Etats-Unis) avec des valeurs- seuil établies
respectivement a 100 pmol/L et a 7 nmol/L, selon les critéres de 'OMS (Bollander-Gouaille
2002). La mesure de l'activité de la SOD a été réalisée avec le kit Ransod (Randox, USA) selon
les instructions du fabricant. L’ADN génomique a été isolé avec le kit de Qiagen conformément
aux recommandations du fabricant (Qiagen-France, Courtaboeuf) (Fiche No. 1) . La
détermination des génotypes a été faite par techniqgue RFLP ou par PCR en temps réel selon les

protocoles décrits dans les fiches No. 2,3,4 et 5.
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3. Analyses statistiques

Les variables qualitatives nhominales sont exprimées sous forme de nombre de cas et
de pourcentages avec l'intervalle de confiance a 95 %, et les variables continues sous forme de
moyennet écart-type ou de médiane avec les 25émes et 75emes centiles. Pour les variables
nominales, un test de étavec correction de continuité a été utilisé pour évaluer les différences
entre les groupes. Pour les variables continues, un test U de Mann-Whitney ou un test de
Kruskal-Wallis ont été utilisés. Une analyse par régression linéaire multiple a été utilisée pour
mesurer les déterminants indépendants significatifs de t-Hcy, et une analyse par régression de
Cox pour évaluer l'association entre les quartiles du score CDAI (Crohn’s Disease Activity
Index) et l'activité de la SOD. La significativité statistique, les odds ratios et l'intervalle de
confiance a 95 % des variables indépendantes nominales et continues relatives au risque de
MICI ont été déterminées par régression logistique multiple utilisant un modele incluant I'age,
le sexe et les variables ayant une valeur de P < 0,10 dans les analyses univariées. Une valeur de
P inférieure ou égale a 0,05 a été considérée comme statistiquement significative. Les données
étaient analysées avec le logiciel Statview 5 pour Windows (SAS Institute, Berkeley,

Californie, USA) et le logiciel SPSS 10.0 pour Windows (SPSS, Paris, France).
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4. Fiches techniques

Fiche Technique No 1
Extraction de 'ADN génomique du sang

Kit commercial Bac Nucleor® *

Lyse des Globules Rouges

Pipeter 7-10 mL de sang total dans un tube Eppe®dorf
Rajouter 4 volumes de réactif A pour 1 volume de sang
Mélanger 4 minutes a température ambiante
Centrifuger 5 minutes a 2800 rpm

Rejeter le surnageant

Rajouter 1 mL de réactif A

Mettre dans la glace 5 minutes

Centrifuger 5 min & 2800 rpm

Rejeter le surnageant

Garder le culot

Destruction des Membranes des Globules Blancs
Rajouter au culot 2 mL du réactif B

Vortexer jusqu'a dissocier le culot

Rajouter 50QuL de perchloraté

Agiter par retournement 7 fois

Elimination des Protéines

Rajouter 2 mL de chlorofornte

Agiter par retournement 7 fois

Rajouter 25QuL de résiné

Centrifuger 3 minutes a 2800 rpm

Récupération de 'ADN

Récupérer la phase supérieure a la résine

Rajouter 2.5 fois le volume récupéré d’éthanol 4 absolu froid
Récupérer le filament d’ADN dans un tube Eppen@idrf
Eluer I'’ADN avec 10QuL de tampon Tri$

Agiter

1 Kit Nucleon Bac57 ®. Ref .RPN8512 Amersham-Pharmacia-Biotch. Parc technologique, tue René Razel 91898 Orsay Cedex France

57



2 Eppendorf
3 Sigma Ref C-2432
4. RP Normapur Prolabo Ref 20821321
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Fiche Technique No 2

MTHFR C677T et A1298C
méthylénetétrahydrofolate réductase
Technique Light Cycler®

Amorces’
MTHFR 677
Sens = 5' TGGCAGGTTACCCCAAAGG 3 Tm =60°C
Tm=59°C
Antisens = 5' TGATGCCCATGTCGGTGC 3 Tm = 58°C
MTHFR 1298
Sens= 5'CTTTTGGGAGCTGAAGGACTACTAC 3' Tm =74°C
Tm=71°C
Antisens = 5' CACTTTGTGACCATTCCGGTTTG 3 Tm =68°C
Sondes fluorescente$
MTHFR 677
Probe Flu 5" TGAGGCTGACCTGAAGCACTTGAAGGAGAAGGTGTCT 3’ Tm=112°C
Tm=85°C
Probe Red 5" CGGGAGCCGATTTCATCAT 3’ Tm =58°C
MTHFR 1298
Probe Flu 5" AAGGAGGAGCTGCTGAAGATGTGGGGGGAGGAGCT 3’ Tm=112°C
Tm=88°C
Probe Red 5" ACCAGTGAAGAAAGTGTCTTTGA 3’ Tm =64°C
ul Concentration finale X (Nb de
capillaires® + 1)
H,0? 2.2
MgCl, ° (25mM) 0.8 2mM
Amorce sens MTHFR C677T 0.5 0.2uM
4picoM/ul
Amorce anti-sens C677T 0.5 0.2uM
4picoM/ul
Amorce sens MTHFR A1298C 0.5 de SF 0.2uM
4picoM/ul
Amorce anti-sens MTHFR2 0.5 de SF 0.2uM
A1298C 4picoM/ul PREPARER LES
SOLUTIONS FILLES(SF)
A PARTIR DES
SOLUTIONS MERES(SM)
FEUILLES AMORCES
Probe Flu MTHFR C677T 4 picoM/ul 0.5 de SM 0.2uM
SM=1+24ul ou2+48ul H2Q
Probe Red MTHFR1 8 picoM/ul 0.5 de SM 0.4uM
LC Red640 SM=2+23 ou 4+46ul H20
Probe Flu MTHFR A1298C 8 picoM/ul 0.5 de SM 0.2uM
SM=1+24ul ou2+48ul H20
Probe Red MTHFR2 8picoM/ul 0.5 de SM
LC Red705 SM=2+23 ou 4+46ul H20 0.4uM
Kit LC hybridization probe 1 de SM
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|  SM=60uldebdansa |

Déposer 8ul de mix dans chaque capillaire et ajouter ensuite 2ul de
DNA(concentration comprise entre 50et 100ng /analyse).
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Programme d’amplification PCR ® (F2/F3)

DENATURATION Type : None Cycles : 1
Segment °C. Temp en sec. Pente (°C/sec.) Type
1 95 10: 00 20 None
PCR Type : Quantification Cycles : 40
Segment °C. Temp en sec. Pente (°C/sec.) Type
1 95 10 20 None
2 55 5 20 Single
3 72 5 20 None
COURBES DE Type : Melting curves Cycles : 1
FUSION
Segment °C. Temp en sec. Pente (°C/sec.) Type
1 95 10 20 None
2 45 20 20 None
3 85 0 0.2 Continu
REFROIDISSEMENT | Type : None Cycles : 1
Segment °C. Temp en sec. Pente (°C/sec.) Type
1 40 30 20 None
RESULTATS ’:
Selon les Températures de fusion :
Lecture en F2
MTHFR C677T homozygote sauvage CcC 63°C
homozygote muté TT 55°C
hétérozygote CT 55°C+64°C
Lecture en F3
MTHFR A1298C homozygote sauvage AA 63°C
homozygote muté CC 60°C
hétérozygote AC 61°C

! Synthétisées dans le Secteur Commun de Biologie Moléculaire ou par la société Tib MolBiol. Syntherselabor GmbH. D-12103 Berlin,
Germany.

2 Tib MolBiol. Syntherselabor GmbH. D-12103 Berlin, Germany.

% H,0 PCR Grade. Réf. 03315932. Roche Diagnostics, BP 59 38242 Meylan Cedex, France.

4 LC capillaries 20l. Réf. 11909339. Roche Diagnostics, BP 59 38242 Meylan Cedex, France.

5 LC Fast Start Hyb Pr. Réf. 12239272. Roche Diagnostics, BP 59 38242 Meylan Cedex, France.

® Light Cylclerd. Roche Diagnostics, BP 59 38242 Meylan Cedex, France.

" Calibration tous les 6 mois par le kit Color Compensation Set Réf. 2158850. Roche Diagnostics, BP 59 38242 Meylan Cedex, France.

Technique en Light Cyclér, modifiée de Nakamura S 2002.
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Fiche Technique No 3
MTR A2756G
Methionine Synthase
Technique en Light Cycleid

Amorces’
sens MTR1 =5 TATGGCTATCTTGCATTTTCAG 3 Tm =60°C Tm=58°C
antisens MTR2 =5 TTTACACTCCTCAAAACCATT 3’ Tm =56°C
Sondes fluorescente%
Probe Flu = 5’AGACTCATAATGGCCCTGTCTATAT 3 Tm=72°C Tm=85°C
Probe Red =5'TCATATTCTTCCATGATTTCCTCAAAGTATTCATCCT3 Tm=98°C

pl/tube Concentration finale X

(Nb de capillaire$ + 1)

HO* 3.2
MgCl, > (25mM) 0.8 2mM
Amorce sens (5uM) 1 0.5uM
Amorce antisens(5uM) 1 0.5uM
Probe Flu (4uM) 0.5 0.2uM

(SM=1+24uL ou
2+48uL H20)
Probe Red (8uM) 0.5 0.4uM
(SM=2+23 uL ou
4+46uL H20)

Kit LC hybridization probe 1
(60ul de b dans a)

Déposer 8ul de mix dans chaque capillaire et ajouter ensuite 2ul de DNA (concentration comprise entre 50 et
100 ng/analyse)

Programme d’amplification PCR © (Programme : F2/F1)

DENATURATION Type : None Cycles : 1
Segment °C. Temp en sec Pente (°C/sec.) Type
1 95 10 :00 20 none
PCR Type : Quantification Cycles : 40
Segment °C. Temp en sec. Pente (°C/sec.) Type
1 95 10 20 None
2 50 5 20 Single
3 72 10 20 None
COURBES DE Type : Melting curves Cycles : 1
FUSION
Segment °C. Temp en sec. Pente (°C/sec.) Type
1 95 5 20 None
2 45 10 20 None
3 95 0 0.1 Continuous
REFROIDISSEMENT | Type : None Cycles : 1
Segment °C. Temp en sec. Pente (°C/sec.) Type
1 40 30 20 None

RESULTATS : Selon la température de fusion :
Homozygote sauvage AA 56°C
Homozygote muté GG 62°C
Hétérozygote AG 56°C+62°C

! Synthétisées dans Secteur Commun de Biologie Moléculaire ou par la société Tib MolBiol. Syntherselabor GmbH. D-12103 Berlin,
Germany.

2 Tib MolBiol. Syntherselabor GmbH. D-12103 Berlin, Germany.
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% H,0 PCR Grade. Réf. 03315932. Roche Diagnostics, BP 59 38242 Meylan Cedex, France.

4 LC capillaries 2Qll. Réf. 11909339. Roche Diagnostics, BP 59 38242 Meylan Cedex, France.

5 LC Fast Start Hyb Pr. Réf. 12239272. Roche Diagnostics, BP 59 38242 Meylan Cedex, France.
® Light Cylclerd. Roche Diagnostics, BP 59 38242 Meylan Cedex, France.

Technique en Light Cycléer mise au point au Laboratoire de Biochimie et Biologie Moléculaire CHU-Brabois
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Fiche Technique No 4
MTRR A66G

Methionine Synthase Reductase

Technique RFLP

Amorces'?

sens MTRR1 =5 GCAAAGGCCATCGCAGAAGACAT 3
antisens MTRR2 = 5 ‘GTGAAGATCTGCAGAAAATCCATGTA 3’

Préparation de la PCR

Tm=72°C.
Tm=70°C

ul Concentration finale
DNA 250 ng/ul 1 250 ng
Tampon PCR 10X 5 1X
MgCl, 50 mM? 2 2 mM
dNTP 1.25 mM’ 1 0.02 mM
Amorce sens MTRR1 10uM 4 0.8uM
Amorce antisenMTRR2 10uM 4 0.8 uM
Hot Start TaqDNA 5U/pl? 0.4 2U
H0* 32.6
Programme d’amplification PCR ° :
Température°C. Temps en min
Dénaturation initiale 95 15
30 cycles
Température°C Temps en sec
Dénaturation 96 30
Hybridation 60 35
Elongation 72 1
Température°C Temps en min
Elongation 72 7
Electrophorese
Dépot de 10 pl sur gel d'agar@se2 %  migratiorf : 130 V® pendant 1h.
Préparation de la digestion’
ul
Produit de PCR 8
HO* 8
Tampon Enzymé” 2
Enzyme de restrictioff Ndel 5U/ul 2

Incubation a 37°C. pendant 4h.
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Electrophorese

Dép6t de 20 pl sur gel de polyacrylamideé 8%
Migration'? 100 V® pendant 1h. dans TBE 1X
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14,15

Résultats

Nb de paires de bases
Homozygote sauvage AA 44 - 22
Homozygote muté GG 66
Hétérozygote AG 66 - 44 - 22

!Synthétisées dans le Secteur Commun de Biologie Moléculaire CHU Brabois

2 Kit QIAGEN Ref. 203203. QIAGEN S.A. 3, av du Canada LP 809 91974 Courtaboeuf, Cedex, France

® Réf. ANTP100mM : mélange dATP, dCTP, dGTP, et dTTP.. Prendrgl1@&chaque solution et ajouter 98D de HO milliQ Sigma
Aldrich BP 701, 38297 St Quentin Fallavier Cedex, France

4 préparée au CHU Brabois

5 thermocycleur : PCR System 2400, Perkin Elmer, Applied Biosystems ; ZAC Paris Nord Il, BP 50086, 95948 Roissy CDG, Cedex, France
¢ Agarose Electrophoresis grade 100 g, Réf. 315510-019, Invitrogen Sarl, BP 96, 95613 Cergy Pontoise, Cedex, France

" Cuves : Sub-Cdll GT Agarose Gel. BioRad, Life Science Group, Hercules California 94547, USA

8 Generateur: PowerPEc. BioRad, Life Science Group, Hercules California 94547, USA

°Bain Marie: Lauda E 100

Enzyme de restriction + Tampon ; Réf. RO111S 20000 U/ml. Ozyme, Biolab, BP 78053, St Quentin Yveline, Cedex, France

(4 ml de polyacrylamide 30%BIORAD ref.161-0156 + 1.5ml de TBE 10X + 150ul de persulfate d'ammonium 10% + 15 pl de Temed +
H20 QSP 15ml)

2Cuves : Mini Protori] 3. Electrophoresis Cell. BioRad, Life Science Group, Hercules California 94547, USA

*Eurobio. 91953 Les Ulis, France

“UVP Dual Intensity Transilluminator

1% Gel Doc Scanner. BioRad, Life Science Group, Hercules California 94547, USA

Technique
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Fiche Technique No 5

TC Il Transcobalamine
TCN C776G - Codon 259

Amorces®
sens CAS = CTCATGACTTCCCCCATGCC Tm =64 °C.
sens SIS = CTCATGACTTCCCCCATGCG Tm =64 °C.
antisens ERGE = TGCCAGACAGTCTGGGAAGA Tm =62 °C.
Préparation de la PCR
pl Concentration finale
DNA 250 ng/ul 1 250 ng
Tampon PCR 10X 5 1 X
MgCl, 50 mM?* 2 2mM
dNTP 1.25 mM’ 8 0.2 mM
Amorce sen€AS ou SIS10uM 0.75 0.2 uM
Amorce antisenERGE 10uM 0.75 0.2 uM
TagDNA 5 U/ul® 0.25 1.25U
H,0 * 32.25
QSP 50 pl
Programme d’amplification PCR
Température®°C. Temps en min
Dénaturation initiale 94 2
30 cycles
Température°C Temps en sec
Dénaturation 94 20
Hybridation 60 20
Elongation 72 20
Température°C Temps en min
Elongation 72 7
Electrophorese
Dépot de 10 pl sur gel d'agardsa 1.5 % + 3ul de gel loading solutioh
Migration® : 130 V° pendant 1h.dans TBE 1X
Résultats'*?
Taille attendue du fragment : 177 pb.
primer SWT primer 5M
homozygote Proline - sauvage 1 bande -
homozygote Arginine - muté - 1 bande
hétérozygote Proline / Arginine 1 bande 1 bande
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!Synthétisées dans le Secteur Commun de Biologie Moléculaire CHU Brabois

2 Kit 18038-026. Invitrogen Sarl, BP 96, 95613 Cergy Pontoise, Cedex, France

% Réf. dNTP100mM : mélange dATP, dCTP, dGTP, et dTTP. Prendrgll@e&chaque solution et ajouter 980 de HO milliQ Sigma
Aldrich BP 701, 38297 St Quentin Fallavier Cedex, France

4 préparée au CHU Brabois

® thermocycleur : PCR System 2400, Perkin Elmer, Applied Biosystems ; ZAC Paris Nord Il, BP 50086, 95948 Roissy CDG, Cedex, France
¢ Agarose Electrophoresis grade 100 g, Réf. 315510-019, Invitrogen Sarl, BP 96, 95613 Cergy Pontoise, Cedex, France

" Gel Loading Réf. G2526. Sigma Aldrich BP 701, 38297 St Quentin Fallavier Cedex, France

8 Cuves : Sub-Céll GT Agarose Gel. BioRad, Life Science Group, Hercules California 94547, USA

°Generateur: PowerP@c. BioRad, Life Science Group, Hercules California 94547, USA

° Eurobio. 91953 Les Ulis, France

1 UVP Dual Intensity Transilluminator

12 Gel Doc Scanner. BioRad, Life Science Group, Hercules California 94547, USA

Polymorphisme mis en évidence a I'unité INSERM U-724 (Namour F 1997)
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VI-Résultats

1. Quels sont les déterminants de I'hyperhomocystéinémie au cours des

MICI ?

Nous avons tout d’abord confirmé que les taux d’homocystéine plasmatique étaient
significativement plus élevés dans le groupe MC gque dans le groupe témoin (respectivement
11,8 (4,05-30,61) et 10,4 (5,5-21&nol/L, P=0,0004). En outre, un nombre plus élevé de
patients (24 %) présentait une hyperhomocystéinémie modérée (>15 umol/L), en comparaison
avec les 8 % rapportés dans le groupe témoin. Inversement, les taux de vitamine B12 et de
folates étaient plus faibles chez les sujets MICI comparés aux sujets témoins : respectivement
207 (79-783) contre 255 (93-1480) pmol/L, P=0,0082 et respectivement 8,6 (1,8-48) vs 11
(2,9-34) nmol/L), P=00362

En analyse univariée, le taux de t-Hcy plasmatique était inférieur chez les sujets MC
traités par azathioprine que chez ceux qui ne recevaient pas ce traitement, avec un résultat a la
limite de la significativité¢ (P=0,0505) (Tableau 5). L'influence des stéroides et des
aminosalicylates n'était pas analysable puisque respectivement trois et deux patients
recevaient ces traitements. De méme, un seul patient avait un antécédent personnel de
néoplasie digestive (adénome du cblon). Le traitement par infliximab et le méthotrexate
n'avait aucun effet sur le niveau d’homocystéine plasmatique. La localisation de la maladie
(définie selon la classification de Montréal) n’était pas associée au niveau
d’homocystéinémie. Le risque de thromboses que ce soit au niveau des antécédents
personnels ou familiaux n’était pas associé a une hyperhomocystéinémie chez ces sujets. En
revanche, des antécédents de résection iléale étaient associés a des niveaux d’homocystéine
plasmatique plus élevés. Le varidiTHFR 677 TTétait le seul déterminant génétique qui
était associé de maniere significative a une valeur t-Hcy accrue a la fois chez les sujets

témoins (10,2 (8,6-12,1) contre 12,5 (9,9-17,0), P=0,0030) et chez les patients MC (Tableau
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5). Le taux de t-Hcy plasmatique était plus élevé chez les sujets MC porteurs du génotype
MTR 2756 AAmais la différence n'était pas statistiquement significative (P=0,9810)

Les taux de vitamine B12 et de folates étaient corrélés de maniere significative a celui
de I'hnomocystéine plasmatique en analyse univariée. L'age, les taux de vitamine B12 et de
folates étaient les seuls facteurs influencant de maniére indépendante le taux d’homocystéine
plasmatique en régression multiple (respectivement P<0,0001, P=0,0014, P=0,0005) (données
non montrées). Nous avons alors recherché si les caractéristiques cliniques des 140 patients
avec une MC pouvaient influencer leur statut en folates et en vitamine B12 sériques. En
analyse multivariée, les patients ayant des antécédents personnels de résection iléale (médiane
156 vs 208 pmol/L, P=0,0389), d'iléite (médiane 159 vs 219 pmol/L; P=0,0261) ou de
colectomie (médiane 155 vs 206 pmol/L, P=0,0246) avaient des taux de vitamine B12
significativement moins élevés que les sujets MC n'ayant pas ces caractéristiques. Le
tabagisme actif était le seul facteur négativement associé au taux de folates sériques chez les
sujets MC (médiane 6,6 contre 9,2 nmol/L chez les patients MC non fumeurs, P=0,0123). En
régression multiple, la vitamine B12 et le fait d'étre porteur du vaviartFR 677 TTétaient
les deux seuls facteurs prédictifs indépendants d’'une hyperhomocystéinémiamollls

(Tableau 6Y"
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Tableau 5 : Caractéristiques cliniques et génétiques des 140 patients MC et leur association

avec le taux de t-Hcy plasmatique.

Caractéristique | Nombre Pourcentage Homocystéine Valeur
de cas (intervalle de umol/L: médiane (quartiles 25-75%) de P
confiance a 95%) Avec Sans
caractéristique caracteristique
Sexe masculin 53 37,9 (30,2-46,1) 14,24 (9,8-16,3) 11,06 (8,97-14,50) 0/0143
Antécédents 15 10,7 (6,6-16,9) 12,4 (9,4-16,6 11,4 (9,4-14,6) 0,7163
familiaux de
néoplasie digestive
Antécédents 16 11,4 (7,2-17,8) 10,8 (9,1-12,3 11,9 (9,4-14,9) 0,3021
familiaux de
thromboses
Antécédents 8 5,7 (2,9-10,8) 12,3 (8,4-16,2 12,0 (9,5-14,9) 0,9579
personnels
thromboses
Fumeur 54 38,6 (30,9-46,8) 12,6 (9,7-16,1 11,8 (9,2-14,6 0,2760
Consommation 3 2,1(0,1-6,0) 15,1 (10,6-22,6) 11,9 (9,5-14,7) 0,4115
d'alcool > 20 g/jour
Médicaments
concomitants :
Infliximab 106 75,7 (68,0-82,1) 11,8 (9,4-14,8) 14,2 (11,2-15,1 0,3857
Azathioprine 92 65,7 (57,5-73,1 11,7 (9,0-14,6) 14,3 (10,8-16,4) 0/0505
Méthotrexate 7 5,0 (2,5-10,0) 16,5 (10,7-17,2) 11,9 (9,4-14,6 0j1123
Topographie de la
maladie :
lléon (L1) 22 15,7 (10,6-22,7) 11,9 (9,6-16,6 12.0 (9,1-14,6) 0,4539
Célon (L2) 60 42,8 (34,9-51,1 12,4 (9,1-14,6) 11,9 (9,9-17,2) 0,1649
Caractéristique | Nombre Pourcentage Homocystéine Valeu
de cas (intervalle de pmol/L: médiane (quartiles 25-75%) rde P
confiance a 95%) Avec Sans
caractéristique caractéristique
lléocblon (L3) 57 40,7 (32,9-49,0 13,7 (10,8-16,5) 11,7 (9,1-14,6 0,1080
Tractus gastro- 0 - - - -
intestinal supérieur
isolé (L4)
Maladie périanale 45 32,1 (25,0-40,3) 11,21 (9,1-15,1) 12,3 (9,7-15,1) 0,6282
Antécédents
personnels
chirurgicaux :
Résection iléale 18 12,9 (8,3-19,4) 15,8 (11,2-18,2) 11,8 (9,2-14,5) 0,0133
Colectomie 12 8,6 (5,0-14,4) 14,6 (11,3-16,7) 11,8 (9,3-14,6 0/0603
Chirurgie 21 15,0 (10,0-21,9) 11,8 (9,5-14,0 12,3 (9,5-15,3) 0,4927
périanale
Génotypes :
MTHFR 677 TT 13 9,2 (5,5-15,3) 17,1 (9,0-22,3 11,3 (9,5-14,5) 0,0219
MTHFR 1298 CC 12 8,6 (5,0-14,4) 10,9 (8,9-13,9 10,7 (9,0-13,5) 0,9331
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MTR 2756 GG 6 4,2 (2,0-9,0) 11,3(8,0-12,6 10,7 (9,0-13,5) 0,1516
MTRR 66 GG 29 20,7 (14,8-28,2)] 10,2 (8,5-15,5 11,8 (9,6-14,7) 0,2629
TCN 776 GG 27 19,3 (13,6-26,6)] 11,9 (9,4-14,7 11,9 (9,4-12,9) 0,5568
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Tableau 6 : Facteurs associés a une hyperhomocystéinémie (@ndbFL) chez les patients

avec maladie de Crohn (analyse par régression logistique multiple).

Variable Initial Résiduel
OR IC95% | Valeurde P| OR IC 95% |Valeur de
P
Score CDAI 0,99 (0,98-1,00 0,0981 - - NS
Folates sériques 0,95 (0,87-1,03) 0,2263 - - NS
Vitamine B12 0,99 (0,98-0,99 0,0206 0,99 (0,98-0/99p,0187
SOD 1,00 (0,99-1,00) 0,6353 - - NS
Albumine 1,04 (0,89-1,21) 0,5923 - - NS
Protéine C-réactive 1,02 (0,97-1,07) 0,4795 - - NS
Prise d'azathioprine 1,12 (0,26-4,76) 0,8768 - - NS
Prise d'infliximab 1,96 | (0,27-14,37) 0,5092 - - NS
Prise de 3,26 | (0,14-75,79 0,4609 - - NS
Méthotrexate
MTHFR 677 TT 16,35 | (1,09-244,97) 0,0430 6,40 (2,76- | 0,0048
23,31)

MTHFR 1298 CC 555 | (0,52-59,33 0,1562 - - NS
MTRR 66 GG 2,46 | (0,36-16,94 0,3591 - - NS
MTR 2756 ABSG 1,26 (0,35-4,56) 0,7239 - - NS

OR, Odds ratio ; IC, intervalle de confiance ; NS, non significatif
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2. Les déterminants génétiques du métabolisme de I'homocystéine sont-ils

associés au risque de maladie de Crohn en France ?

Les fréquences alléliques des polymorphismes des gdiéd~R MTR, et TCN
n’étaient pas statistiguement différentes entre les sujets témoins et les patients avec une MC.
En revanche, la frequence de l'all@l@pour génotype MTRR était 1,34 fois plus élevée chez
les sujets MC par rapport aux sujets témoins (Tableau 7). Nous sommes parvenus a la méme
conclusion en prenant en compte non plus les fréquences alléligues mais les fréquences
génotypiques, avec le génotypE'RR 66AAqui était 3 fois plus fréequent chez les patients
MC que chez les témoins (P=0,0009) (Tabled(f-7)

L'association des polymorphismes des géenes codant pour des enzymes impliquées
dans le métabolisme de I'hnomocystéine avec le risque de MC a ensuite été évaluée par
régression multiple utilisant un modeéle qui incluait I'age, le sexe et les variables qui avaient
une valeur de P < 0,10. Nous avons confirmé que le seul facteur indépendant de risque de MC
était la présence du genotyl@d RR AA avec un odds ratio pour le risque de MC a 3,77 (IC a

95% :1,22-11,65) (Tableau'8j.
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Tableau 7 : Fréquences des génotypes et fréquences des alléles mineurs des polymorphismes

génétiques chez les patients MC et les sujets témoins.

Sujets témoins : Patients MC : Valeur de P
pourcentage (IC pourcentage (IC
95%) 95%)
MTHFR 677
CC 0,43 (0,37-0,49) 0,43 (0,35-0,52) 0,3320
CT 0,43 (0,37-0,49) 0,47 (0,39-0,55)
TT 0,15 (0,11-0,19) 0,09 (0,06-0,15)
Allele T 0,36 (0,32-0,40) 0,33 (0,28-39) 0,4151
MTHFR 1298
AA 0,43 (0,37-0,49) 0,41 (0,34-0,50) 0,7334
AC 0,47 (0,41-0,53) 0,50 (0,42-0,58)
CC 0,11 (0,07-0,15) 0,09 (0,05-0,14)
Allele C 0,34 (0,30-0,38) 0,36 (0,31-0,42) 0,6010
MTR 2756
AA 0,68 (0,62-0,74) 0,61 (0,52-0,68) 0,3042
AG 0,29 (0,23-0,35) 0,35 (0,28-0,43)
GG 0,03 (0,01-0,06) 0,04 (0,02-0,09)
Allele G 0,17 (0,14-0,21) 0,22 (0,17-0,27) 0,1273
MTRR 66
AA 0,08 (0,04-0,13) 0,24 (0,17-0,31) 0,0009
AG 0,61 (0,52-0,69) 0,56 (0,47-0,64)
GG 0,31 (0,24-0,40) 0,21 (0,15-0,28)
Allele G 0,62 (0,56-0,68) 0,49 (0,43-0,55) 0,0019
TCN 776
CC 0,32 (0,27-0,38) 0,30 (0,23-0,38) 0,9146
CG 0,49 (0,43-0,55) 0,51 (0,43-0,59)
GG 0,19 (0,14-0,24) 0,19 (0,13-0,27
Allele G 0,43 (0,39-0,48) 0,45 (0,39-0,51) 0,3839

IC, intervalle de confiance
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Tableau 8 : Régression logistique concernant l'association des déterminants génétiques du

métabolisme de I'hnomocystéine avec le risque de MC.

Variable Modele multivarié initial Déterminant résiduel
OR IC 95% | Valeur de OR IC 95% | Valeur de
P P

Porteurs de 1,231 (0,491- 0,6576 - - NS
MTHFR 677 3,087)
CT
Porteurs de 1,770 (0,450- 0,4141 - - NS
MTHFR 677 6,970)
TT
Porteurs de 2,159 (0,845- 0,1080 - - NS
MTHFR 1298 5,519)
AC
Porteurs de 2,946 (0,676- 0,1504 - - NS
MTHFR 1298 12,849)
CcC
Porteurs de 4,132 (1299- 0,0163 3,77 (1,22- 0,0213
MTRR AA 13,149) 11,65)
Porteurs de 1,401 (0,609- 0,4275 - - NS
MTR 2756 3,223)
AG
Porteurs de 8,064 (1,023-634 0,475 - - NS
MTR 2756 593)
GG
Porteurs de 1,362 (0,463- 0,5742 - - NS
TCN 776 CG 4,007)
Porteurs de 1,207 (0,466- 0,6984 - - NS
TCN 776 CG 3,123)

OR, Odds ratio ; IC, intervalle de confiance: NS, non significatif
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3. Une hyperhomocystéinémie est-elle impliquée dans la pathogénie de la

maladie de Crohn via un stress oxydatif accru ?

Nous avons tout d’abord étudié l'association des polymorphismes des enzymes
impliquées dans le métabolisme de I'homocystéine avec le stress oxydatif et I'activité de la
maladie. Dans cette étude, le stress oxydatif était mesuré par l'activité de la superoxyde
dismutase (SOD) et I'activité de la maladie par le score de Best ou CDAI en anglais (pour
Crohn’s Disease Activity Index). L'activité de la SOD était significativement plus élevée chez
les patients avec une MC porteurs du génotyfJ&RR AAque chez ceux de génotyfs
(Figure 8A), contrairement aux polymorphismes des gbtidsFR, MTR, MTRRt TCN qui
n’'étaient pas associés a l'activité¢ de la SOD (données non présentées). Une association
significative entre I'activité de la maladie (répartie en quartiles selon le score CDAI) et le taux
de SOD a été retrouvée chez les patients avec le gendilyig® AA(Figure 8B), mais pas
chez ceux avec un génotype AG/E6

Enfin, nous avons étudié la corrélation entre les taux d’homocystéine plasmatique et
ceux de vitamine B12 (qui est le substrat de I'enzyme MTRR) en fonction du niveau
d’activité¢ de 1aSOD chez les patients avec une MC. Les concentrations d’homocystéine
étaient corrélées aux taux de folates et de vitamine B12 chez les patients avec maladie de
Crohn indépendamment de la SOD (Figures 9A et B). Il existait une corrélation inverse
statistiguement significative entre homocystéinémie et taux de vitamine B12 uniquement chez
les patients qui avaient une activité de la SOD supérieure a la médiane, c’est a dire > 1100
Ul/g d’hémoglobine (P < 0,0001) (Figure 9C et D). En revanche, l'activité de la SOD n’avait
aucune influence sur la corrélation entre homocystéinémie et taux de folates chez les sujets

avec une MC (données non montré&s)
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Figure 8. L'association entre I'activité de la superoxide dismutase (SOD) et le polymorphisme
de laMTRR (A). Une association significative entre l'activité de la SOD et la distribution
guartile du score de Crohn’s Disease Activity Index (CDAI, Q1-Q4) a été trouvée chez les

patients avec le génotypdTRR AAmais pas chez ceux présentant les génotypes A@LG
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Figure 9. Les concentrations d’homocystéine sont corrélées aux taux de folates (A) et de
vitamine B12 (B) chez les patients avec maladie de Crohn. L'association entre I'hnomocystéine
et la vitamine B12 reste significative chez les patients avec maladie de Crohn ayant une

concentration de superoxyde dismutase (SOD) supérieure a 1100 Ul/g hémoglobine

(médiane) (D) mais pas chez ceux ayant une activité de la SOD plus faible (C).
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4 Les déterminants génétiques du métabolisme de 'homocystéine sont-ils

associés au phénotype et au risque de rectocolite hémorragique en Chine ?

Nous avons dans un premier temps étudié l'association entre les polymorphismes
génétiques des enzymes impliqguées dans le métabolisme de I'homocystéine et le risque de
RCH. Les fréquences génotypiques et alléliques pour les polymorphismes deMgetidy
MTRRet TCN n’étaient pas statistiquement différentes entre les sujets témoins et les patients
avec une RCH (Tableau 9 En revanche, les génotyp@dTR2756AG/GG étaient
significativement plus fréquents chez les patients avec une RCH que chez les sujets contrbles
(respectivement 26,3 et 16,5 %, P=0,0212). La méme observation était faite en prenant cette
fois-ci en compte les fréquences alléliques; l'allele G pour le génotype MTR était
significativement plus fréquent chez les patients avec une RCH que chez les témoins
(respectivement 15 et 9 %, P=0,0137) (Tableau 10). En régression multiple dans un modele
incluant I'age, le sexe et les différents polymorphismes génétijuies#-R, MTR, MTRRet
TCN, et en ne retenant dans I'analyse résiduelle que les variables avec un P < 0,1, le seul facteur
génetique indépendamment associé au risque de RCH était I'allele G pour le génotype MTR,
avec un odds ratio & 1,8 (IC & 95 % : 1,09-2,99) (Tableat(*11)

Dans une précédente étude réalisée en Chine centrale sur 72 patients porteurs d’'une
RCH, nous avions montré qu’il existait un risque accru d’atteinte pancolique chez les sujets
porteurs des génotype7TT et C677T/A1298C avec un Odds ratio a 4,92 (intervalle de
confiance & 95% :1,3-18,3, p=0,0?) Nous avons donc étudié la relation entre ces
polymorphismes génétiques et les caractéristiques cliniques des 168 patients chinois avec une
RCH. En analyse univariée, aucun des polymorphismes n’était associé a I'age de diagnostic de
la maladie. Alors que les polymorphismes des g&fiER MTRRet TCN n’étaient associés ni a
la localisation ni a I'étendue des lésions (pancolite versus colite distale ne dépassant pas I'angle

colique gauche), le génotypdTHFR677TT était 2,7 fois plus fréquent chez les patients avec
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une forme pancolique de RCH que chez ceux avec forme distale de RCH (respectivement 27,3
et 10,5 %, P=0,0125}. En prenant en compte les génotypEHFR677TTet MTHFR1298AC

non plus de maniére isolée mais de facon combinée (géndiydERG77TTet hétérozygotes
compositedMTHFR677CT/1298A); la différence de fréquences génotypiques entre les sujets
avec une atteinte pancolique et ceux avec une RCH distale était encore plus importante
(respectivement 43,2 et 20,2 %, P=0,0048). En régression multiple dans un modéle incluant
'age, le sexe, les traitements et les différents polymorphismes génétiques, les seuls facteurs
indépendants prédictifs du risque d’atteinte pancolique étaient les génMypa#sR677TT

(odds ratio = 5,9 et P=0073) RTHFR1298AC (odds ratio = 3,09 et P=0,0386) (Tableau 12)

173
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Tableau 9. Fréguences génotypiques des 168 patients avec rectocolite hémorragique (RCH)

comparées aux 219 sujets contréles.

Contréles Patients avec RCH Valeur de P
Nombre (pourcentage) Nombre (pourcentage)
MTHFR 677
CcC 88 (40.9) 64 (38.1) 0,8534
CT 93 (43.3) 76 (45.2)
TT 34 (15.8) 28 (16.7)
Nombre total 215 168
MTHFR 1290
AA 141 (66.2) 111 (69.4) 0,5117
AC 62 (29.1) 45 (28.1)
CC 10 (4.7) 4 (2.5)
Nombre total 213 160
MTR 2756
AA 182 (83.5) 115 (73.7) 0,0602
AG 33 (15.1) 36 (23.1)
GG 3(1.4) 5(3.2)
Nombre total 218 156
MTRR 66
AA 127 (58.0) 88 (53.7 0,6617
AG 78 (35.6) 63 (38.4)
GG 14 (6.4) 13 (7.9)
Nombre total 219 164
TCN2 776
CcC 47 (21.8) 27 (18.5) 0,4709
CG 84 (38.9) 66 (45.2)
GG 85 (39.3) 53 (36.3)
Nombre total 216 146

Abréviations :methylenetetrahydrofolate reductag84THFR), methionine synthase

(MTR), methylenetetrahydrofolate reductg®TRR and transcobalamiGrCN2)
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Tableau 10. Fréquences alléliques des 168 patients avec rectocolite hémorragique (RCH)

comparées aux 219 sujets contréles.

Contréles Patients avec RCH Valeur de P
Pourcentage Pourcentage (intervalle de
(intervalle de confiance a 95 %)
confiance a 95 %)
MTHFR 677
Alléle (n) 430 336
Allele C 0.63 (0.58 — 0.67) 0.61 (0.55 — 0.66) 0.6027
Allele T 0.37 (0.33-0.42) 0.39 (0.34 — 0.45)
MTHFR 1290
Allele (n) 426 320
Allele A 0.81 (0.77 — 0.84) 0.83 (0.79 — 0.87) 0.3455
Allele C 0.19 (0.16 — 0.23) 0.17 (0.13-0.21)
MTR 2756
Alléle (n) 436 312
Allele A 0.91 (0.88 — 0.93) 0.85 (0.81 — 0.89) 0.0137
Allele G 0.09 (0.07 - 0.12) 0.15(0.11-0.19)
MTRR 66
Allele (n) 438 328
Allele A 0.76 (0.71 - 0.80) 0.73 (0.68 — 0.77) 0.2401
Allele G 0.24 (0.20 — 0.28) 0.27 (0.23 - 0.32)
TCN 776
Allele (n) 432 292
Allele C 0.50 (0.46 — 0.55) 0.41 (0.35 - 0.46) 0.9447
Allele G 0.50 (0.45 - 0.54) 0.59 (0.54 — 0.64)

Abréviations : methylenetetrahydrofolate reductédd@ HFR), methionine synthagTR),

methylenetetrahydrofolate reducta®4TRR andtranscobalamin TCN2)
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Tableau 11. Régression logistique concernant I'association entre les variants génotypiques et

le risque de rectocolite hémorragique.

Variable Initial * Résidue*

OR ICa95% | Valeur de OR ICa95% | Valeurde

P P

Sex 0.77 0.47-1.25 0.2913 - - NS
Age 1.00 0.99-1.02 0.3075 - - NS
MTHFR 1.16 (0.54-2.47 0.7036 - - NS
677 TT
MTHFR 0.43 (0.09-2.11) 0.2970 - - NS
1298 CC
MTR 1.75 (0.97-3.17) 0.0561 1.80 1.09-2.99 0.0222
2756
AG/GG
MTRR 1.68 (0.69-4.11) 0.2520 NS
66GG
TCN 776 0.98 (0.58-1.67) 0.3075 - - NS
GG

*(OR: Odds ratio; IC a 95 %:intervalle de confiance a 95 %)

Abréviations :methylenetetrahydrofolate reductg8&4THFR), methionine synthagTR),

methylenetetrahydrofolate reducta®4TRR andtranscobalamin TCN2)
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Tableau 12. Régression logistique concernant I'association entre les variants génotypiques et

le risque de rectocolite hémorragigue pancolique.

Variable Initial * Résidue*

OR 95% ClI P-value OR 95% ClI P-value
Sex 1.52 0.41-5.6 0.5273 - - NS
Age 0.98 0.94-1.02 0.2613 0.97 0.94-1.00 0.0790
Sulfasalazine 3.01 0.83-11.3p 0.0912 - - NS
5-Aminosalicylate 2.39 0.66-8.61 0.1821 - - NS
Steroids 2.76 0.75-10.09 0.1287 - - NS
Antibiotics 0.91 0.25-3.38 0.8932 - - NS
MTHFR 677 TT 5.94 1.04-33.83 0.044¢ 5.89 1.61-21/510.0073
MTHFR 1298 AC 4.45 0.96-20.57 0.0558 3.09 1.06-8.98 0.034
MTR 2756 AG/GG  1.77 (0.44-7.08)] 0.4210 - - NS
MTRR 66GG 1.10 (0.13-9.21)] 0.9313 - - NS
TCN 776 GG 1.50 (0.39-5.74)] 0.5527 - - NS

*(OR: Odds ratio; IC a 95 %:intervalle de confiance a 95 %)

Abréviations :methylenetetrahydrofolate reductg8&4THFR), methionine synthagTR),

methylenetetrahydrofolate reducta®4TRR andtranscobalamin TCN2)
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VlI-Discussion

Nous avons tout d’abord confirmé qu'une hyperhomocystéinémie modérée est
fréequente au cours des MICI puisgu’elle concernait un quart des patients avec une MC dans
notre étude. Nous avons également confirmeé que les taux de folates et de vitamine B12 étaient
significativement plus bas chez les sujets atteints de MICI que chez des sujets témoins. Alors
gue le niveau d’homocystéine plasmatique était associé aux taux de vitamine B12 et de folates
en analyse univariée, I'analyse multivariée a révélé que seule la vitamine B12 était un facteur
prédictif indépendant d’hyperhomocystéinémie dans notre population de patients avec une
MC.

Rogers et al’* ont récemment démontré qu’une hyperhomocystéinémie refléte le plus
souvent une carence en folates mais seulement dans des conditions physiologiques. En effet,
en cas de stress oxydatif accru, une carence en folates n’est plus le seul facteur déterminant le
niveau d’homocystéine plasmatique. Nos résultats montrant que ce sont les taux de vitamine
B12 qui sont corrélés au niveau d’homocystéine plasmatique, uniguement en cas de stress
oxydatif élevé (reflété dans notre étude par une activit¢ de la SOD > 1100 Ul/g
d’hémoglobine), sont donc en accord avec ceux de Rogers et al. Dans les conditions
pathologiques ou est présent un stress oxydatif élevé comme dans la MC, une carence en
folates ne serait donc plus le principal déterminant nutritionnel des hyperhomocystéinémies.

Des antécédents personnels datteinte iléale (résection ou iléite) mais aussi de
colectomie, étaient des facteurs de risque de carence en B12 et d'hyperhomocystéinémie dans
cette cohorte de patients avec une MC. Alors que l'atteinte iléale est connue pour altérer
I'absorption de la vitamine B12, la relation entre colectomie et taux de vitamine B12 bas avait
été peu explorée jusgu’ici. Une colectomie pourrait entrainer une malabsorption de la
vitamine B12 par le biais d'une colonisation bactériefffe’’> Un tabagisme actif était

associé a des taux de folates significativement plus bas, confirmant les résultats d'études
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menées chez des sujets sdiffs Cependant, contrairement a I'étude de Maire ét'alin
tabagisme actif n’était pas associé a une hyperhomocystéinémie. La carence en folates et/ou
I’hyperhomocystéinémie associées au tabagisme actif expliquent-elles au moins en partie
I'effet délétére du tabac au cours de la maladie de Crohn ? Des données chez les sujets atteints
de RCH sont désormais attendues puisque contrairement a la MC, le tabac a un effet
« bénéfique » sur I'évolution de la RCH.

Parmi les différents médicaments étudiés, seule la prise d’azathioprine était associée a
des taux d’homocystéine plus bas, suggérant des interactions entre les métabolismes de
I’'homocystéine et de I'azathioprine. Ceci est probablement lié au fait que I'enzyme thiopurine
méthyltransférase (TMPT) inactive la 6-mercaptopurine, le métabolite actif de I'azathioprine,
en transférant un groupe méthyle de la S-adénosylméthionine sur la 6-mercaptopurine,
formant ainsi la S-adénosylhomocystéine qui est par la suite hydrolysée en homd&ystéine
Une variation génétique du geNa'HFR peut avoir pour résultat des concentrations réduites
en S-adénosylméthionine, menant a une augmentation de la dégradation enzymatique par la
TPMT et potentiellement une modulation de I'efficacité de I'azathioptine

Nous avons également évalué l'influence des déterminants génétiques du métabolisme
de I'homocystéine sur le niveau d’homocystéinémie au cours de la MC. Comme dans la
population générai8 le génotypeMTHFR677TTétait associé a une hyperhomocystéinémie
en analyse univariée et en régression multiple chez ces patients. Les variants génétiques
MTHFR 1298 A>C MTR 2756 A>GMTRR 66 A>G et TCN2 677 C>Gn'avaient quant a
eux aucune influence sur le taux d'homocystéine dans notre étude. Dans la cohorte de patients
chinois avec une RCH, les 2 déterminants génétiques indépendants qui étaient prédictifs du
risque d’atteinte pancolique étaient les génotyd@$iFR677TTet MTHFR1298AC Ces 2
génotypes sont connus pour étre associés a une réduction de l'activité enzymatique de la

MTHFR et donc a une hyperhomocystéinémie. On peut ainsi émettre I'hypothése selon
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laquelle le stress oxydatif secondaire a cette hyperhomocystéinémie pourrait étre associé a des
Iésions intestinales plus séveéres et donc a un risque plus élevé de formes pancoliques de RCH.
Une des limites de notre étude menée chez ces patients chinois est I'absence de données sur le
statut en folates, vitamine B12 et homocystéine. Il n’est donc pas possible de confirmer cette
hypothése dans I'état actuel de nos connaissances.

Dans notre étude, la fréquence des antécédents personnels de thromboses était de 5,7
% chez les patients avec une MC ; une hyperhomocystéinémie modérée n'était pas associée a
un risque accru de thromboses, confirmant les données de la littérature & t& sljeEn
revanche, plusieurs équipes ont montré que I'homocystéine était capable d’induire un stress
cellulaire et vasculaire qui contribuerait au maintien d’'une inflammation chronique de la
muqueuse intestinale au cours des Mit1% C’est ainsi que les taux d’homocystéine ont
été récemment corrélés a l'activité, au nombre de poussées et a la durée de'fa REH
données sont donc en faveur d’'une implication directe du métabolisme de I'homocystéine
dans la pathogénie des MICI, probablement via un stress oxydatif accru. En effet, un stress
oxydatif anormalement élevé a été rapporté chez les sujets avec une hyperhomocystéinémie
ainsi que chez les patients avec une MICI. Des études expérimentales chez I'animal ont quant
a elles permis de démontrer que des souris transgéniques surexprimant la SOD présentent une
colite inflammatoire plus sévére aprés administration de dextran sulfate de sodium (DSS) que
des souris sauvagé®. Nous avons alors analysé I'association des polymorphismes des génes
MTR, MTRR, MTHFRet TCN au risque de MICI, et leur relation avec le stress oxydatif et
I'activité de la maladie. Le génotydTHFR677TTn’était pas associé au risque de MC dans
notre étude. Ces résultats concordent avec ceux de quatre études menées en Europe du Sud
(deux italiennes, une francaise, et une portugaise) qui n‘ont retrouvé aucune association entre
le génotypeM THFR677TTet le risque de MICY” 130 131 153pex études en Europe du Nord

ont rapporté une fréquence significativement plus élevée du géendiydeR677TTchez les
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patients MICI par rapport & des témoifis 1*® Ces différences de résultats entre I'Europe du
Nord et du Sud pourraient s’expliquer par des variations ethniques et géographiques
concernant la distribution des variants du gefTiHFR, ce d’autant que la MTHFR possede

une influence phénotypique plus faible sur le niveau d’homocystéine plasmatique dans les
populations caucasiennes du sud de I'Europe que dans celles du nord de Y& ubames une

petite série de patients avec une MICI, aucune variation de la fréquence du g&hDtfFR
A1298Cn'a été observée par rapport & des sujets témtlinka possible implication des
polymorphismedMTR et MTRRdans la pathogénie de la MC n'avait quant a elle jamais été
étudiée. La découverte d’'une association entre géndtyfigR AA risque de MC et activité

de la SOD pourrait permettre une meilleure compréhension du rdle joué par le métabolisme
de I'hnomocystéine dans la pathogénie des MICI. Récemment, le géndTRR AAa été
associé a un risque plus élevé de pathologie coronarienne, une autre maladie inflammatoire
chronique associée a un stress oxydatif anormalement’&tét® La reméthylation de I'Hcy

en méthionine nécessite la MS (le gendBR dans la nomenclature) dont le cofacteur est la
cob()alamine qui est oxydée en cob(ll)alamine), ce qui rend la MS inactive. La méhionine
synthase reductase (MSR, le géne M3tRR dans la nomenclature) régénére la forme
fonctionnelle de la cobalamitfe Par conséquent, l'association de l'alMIIERR A& un risque

accru de MC peut étre vue comme un moyen pour I'organisme de s’adapter au stress oxydatif
anormalement élevé chez les patients avec une MC. En effet, la fonction métabolique de la
MTRR, qui est entre autres de maintenir la vitamine B12 sous sa forme réduite, peut se
révéler cruciale dans des conditions cellulaires ou le stress oxydatif est élevé. Ceci pourrait
également expliquer pourquoi la vitamine B12 était corrélée au taux d’homocystéine
seulement chez les patients avec une MC qui présentaient par ailleurs une activité de la SOD
élevée. Depuis pres de 20 ans, l'incidence des MICI est en augmentation constante en Asie,

méme si leur incidence estimée a 50 cas pour 6 millions d’habitants dans la ville de’Wuhan
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reste inférieure a celle observée en Europe de I'Ouest et en Amérique du Nord. Contrairement
a I'Europe de I'Ouest, la RCH est la forme la plus fréquente de MICI en Chine, avec 9 cas de
RCH pour un cas de MC en 2083En dehors des facteurs nutritionnels et environnementaux
qui varient entre la Chine et les pays développés (Amérique du Nord et Europe de I'Ouest),
plusieurs études ont montré que les facteurs génétiques associés aux MICI différaient
également entre I'Asie et les pays occidentaux. C’est ainsi que les mutations dNGig2e
ne semblent pas étre associées a la MC en Ehiff&8 Globalement, les facteurs génétiques
potentiellement impliqués dans la pathogénie de la RCH ont été peu étudiés. Seul le gene de
I'IL-23R a été récemment associé a la REMHa mise en évidence d’une association entre les
génotypesMTR2756AG/GGet le risque de RCH dans la cohorte de patients chinois est
également en faveur d’'une implication du métabolisme de la vitamine B12 dans la pathogénie
des MICI, méme si ces résultats doivent étre confirmés dans de plus larges séries.

Alors que l'association entre l'alléMTRR Aet un risque accru de MC mérite elle
aussi d'étre confirmée dans des études génétiques portant sur de plus larges populations,
l'identification d'un lien entre stress oxydatif, métabolisme de la vitamine B12 et sévérité de la
maladie chez des patients avec une MC pourrait nous conduire & mener des études
d’intervention. Ce d’'autant qu’un travail récent a montré que I'homocystéine était capable
d’'induire in vitro l'expression de la transcobalamine (un transporteur plasmatique de la
vitamine B12) et de son réceptéfit. Les auteurs ont également rapporté une surexpression
de la transcobalamine et de son récepteur dans la muqueuse colique de rats avec une colite
inflammatoire expérimentale induite par I'administration intra-rectale d’acide trinitrobenzene
sulfonique (TNBS) ainsi que chez des patients avec unef¥@ne supplémentation en
vitamines du groupe B est connue pour avoir des effets antioxydants et anti-inflammatoires,

indépendamment de son effet sur le niveau d’homocystéine plasmétique
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Peut-on améliorer I'inflammation intestinale et donc modifier I'histoire naturelle de la
maladie en corrigeant une carence en vitamine B12 chez les sujets souffrant de MICI ? Il est
encore trop tét pour répondre a cette question. D’aprés nos résultats, ces études d’intervention
visant a normaliser les taux de vitamine B12 chez les sujets carencés pourrait étre bénéfique
principalement chez les patients porteurs du géndt§ypRR AAet avec une activité de la
SOD élevée. L'intérét d’'une telle supplémentation vitaminique ciblée mérite d’étre évaluée
dans des études prospectives qui devront également s’assurer de la bonne tolérance a long
terme de cette stratégie. En effet, une étude récente a suggéré qu’une supplémentation en
vitamines du groupe B pourrait augmenter le risque de maladie cardio-vastulaire

Ces données pourraient également ouvrir d’autres perspectives dans la prise en charge
des patients avec une MICI. En effet, ces sujets présentent un risque accru de développer un
cancer colorectal qui pourrait s’expliquer en partie par des anomalies épigénétiques
impliquées dans la carcinogénése colorectale et en rapport avec une hyperhomocystéinémie.
Dans notre étude, seul un patient avec une MC avait des antécédents personnels de néoplasie
digestive. Nous n'avons donc pas pu évaluer ce paramétre chez les sujets avec une MC. Une
étude préliminaire menée par une équipe francaise a montré qu'une hyperhomocystéinémie
était associé a un risque plus élevé de néoplasies colorectales au cours des MICI et que ce
risque était encore majoré en d'association & une carence en'fdl&esin, le risque de
complications osseuses et notamment d’'ostéoporose pourrait étre augmenté en cas
d’hyperhomocystéinémie au cours de la M&

En conclusion, ces résultats soulignent la nécessité de dépister les carence en folates et
en vitamine B12, particulierement en cas d'atteinte iléale, de tabagisme actif et/ou
d’antécédent de résection intestinale (iléale et/ou colique) chez les sujets atteints de MICI,
méme si l'intérét d’'une supplémentation vitaminique reste a évaluer chez ces patients dans

des études d’intervention.
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Titre : Déterminants génétiques et nutritionnels de I'homocystéine au cours des maladies
inflammatoires chroniques intestinales

Résumé :

Nous avons étudié I'association des déterminantgtigéies et nutritionnels du métabolisme de
I’lhomocystéine aux maladies inflammatoires chroniques de l'intestin, et analysé I'implication possible
d’'une hyperhomocystéinemie dans la pathogénie de la maladie de Crohn via un stress oxydatif accru
mesuré par l'activité de la superoxyde dismutase (SOD). La vitamine B12 (p=0,0187) et le génotype
MTHFR 677 TT (p=0,0048) étaient les deux seuls facteurs prédictifs indépendants d’une
hyperhomocystéinémie15 umol/L chez des sujets avec une maladie de Crohn. Les patients avec un
antécédent de résection iléale ou de colectomie, ou avec une iléite avaient des taux de vitamine B12
significativement plus bas. L’'association entre vitamine B12 et homocystéine restait significative
uniguement chez les patients présentant les taux les plus élevés de SOD (p<0,0001). Le génotype
MTRR AAétait le seul facteur prédictif de risque de maladie de Crohn (odds ratio 3.7, 95% CI 1.218—
11.649,P = 0.0213). Le niveau de SOD était plus élevé=(p.0143) et corrélé a l'activité de la
maladie de Crohn (score CDAI) (p= 0.0276) chez les sujets porteurs du géxdtige AADans la

cohorte chinoise, la fréquence de l'allele 2756G de la méthionine synthase était plus élevée chez les
sujets avec une rectocolite hémorragique que chez les contrdles (0,09 (IC & 95 % :0,07-0,12) versus
0,15 (IC a 95% :0,11-0,19), P=0,0137) et était un facteur facteur prédictif de risque de rectocolite
hémorragique (Odds ratio = 1,8, IC a 95% :1,09-2,99, P=0,0222). Le géMdTpER 677TTétait

2,7 plus fréquent chez les patients avec une atteinte pancolique (27,3%, IC & 95% :16,4-42,0 et 10,5%,
ICa95 % :6,3-17,1, P=0.0123).

Mots-clé: Homocysteine, folate, vitamine B12, maladie inflammatoire chronique intestinale, stress
oxydatif, MTHFRMTRR, MTR

Title : Genetic and nutritional determinants of homocysteine in inflammatory bowel diseases
Summary :

We investigated the association of genetic and nutritional determinants of homocysteine metabolism
with inflammatory bowel diseases and the possible implication of hyperhomocysteinemia in the
pathogenesis of Crohn’s disease via an increased oxidative stress measured by superoxide dismutase
activity. In multivariate analysis, vitamin B12 aMiTHFR 677 TTcarriers were the two significant
independent factors of plasma homocysteii® pumol/L in CD patients B = 0.0187 and 0.0048,
respectively). Patients with a personal history of ileal resection, ileitis, or colectomy had significantly
lower vitamin B12 levels.The significant association between homocysteine and vitamin B12 levels
remained significant only in patients with the highest superoxide dismutase \Rlges{001). The

MTRR AAgenotype was a significant independent predictor of CD risk (odds ratio 3.7, 95% CI 1.218-
11.649,P = 0.0213). The level of superoxide dismutase was significantly higtvei0(0143) and was
correlated with Crohn’s Disease Activity Index (CDAI) scores (P for trend = 0.0276) in patients
carryingMTRR AAgenotype. In The Chinese cohort, methionine synthase 2756G allele frequency was
higher in ulcerative colitis than in controls (0.09 (95% C.I. 3.@712) vs 0.15 (95% C.I. 0.11- 0.19),
P=0.0137) and predicted ulcerative colitis risk in multivariate logistic regression, with an Odds ratio at
1.8 (95 C.I. 1.09-2.99), P=0.0222. Methylenetetrahydrofolate reductase 677TT genotype was 2.7-fold
more prevalent in individuals with pancolitis, with respective percentages of 27.3 (95%

C.1.16.4-42.0) and 10.5 (95% C.I. 6.3-17.1) (P=0.0123).
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MTHFR, MTRR, MTR
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