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Introduction

I. L’homocystéine

1. Métabolisme de I’homocystéine

L’homocystéine est un acide aminé soufré qui est absent des protéines. Toutes les
homocystéines dans [’organisme sont formées a partir de la méthionine apportée par
I’alimentation. L’homocystéine est a I’intersection de deux voies: la voie de la reméthylation et

la voie de la transsulfuration (Figure 1).
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Figure 1 : Représentation du métabolisme de I’homocystéine
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1.1. Les voies de la reméthylation

La reméthylation de ’homocystéine pour former de la méthionine est catalysée par une
enzyme ubiquitaire: la méthionine synthase (MTR, E.C.2.1.1.13) dont le cofacteur est la
vitamine B12. La méthyleéne tétra-hydrofolate réductase (MTHFR) catalyse la synthése du
méthyltétrahydofolate, qui est le donneur de groupements méthyles de la réaction précédente.

Cette enzyme utilise la flavine adénine dinucléotide (FAD) comme cofacteur.

Comme la méthionine synthase, la bétaine-homocystéine méthyltransférase (BHMT,
E.C.2.1.1.5) catalyse la reméthylation de ’homocystéine en méthionine, mais en utilisant la
bétaine, et non le méthyltétrahydrofolate comme donneur de méthyle. La bétaine provient de la
nourriture, comme les fruits de mer et les céréales ou I’oxydation de la choline. La BHMT est
moins importante que la MTR car la BHMT n’est exprimée chez I’homme qu’au niveau du foie

et du rein (Sunden et al. 1997).

La méthionine adénosyl transférase (MAT, E.C.2.5.1.6) catalyse la synthése de
S-adénosyl-méthionine (SAM) a partir d’ATP et de méthionine. Tous les organismes possedent

un ou deux des trois isoforme de la MAT: MATI, MATITet MATIII (Chamberlin et al. 2000).
La S-adénosyl-méthionine est le donneur universel de groupements méthyles nécessaires au
maintien de la méthylation cellulaire: ADN, ARN, protéines, lipides... Ce transfert du group
méthyle, qui est catalys¢ par des méthyltransférases, induit la syntheése de

S-adénosylhomocystéine (SAH).

La SAM joue aussi un rdle dans la régulation du métabolisme de I’homocystéine. SAM est
un effecteur allostérique de la cystathione B synthase (CBS, E.C. 4.2.1.22). La fixation de la
SAM sur le domaine de régulation de la CBS pourrait ne pas étre coopérative, cependant cette
liaison favorise un changement de conformation de I’enzyme, libérant le site actif (Janosik et al.
2001). Donc I’augmentation de SAM va provoquer un basculement du métabolisme de
I’homocystéine vers son catabolisme, i.e. I’activation de la voie de transsulfuration. La SAM
est aussi un inhibiteur allostérique de la MTHFR, empéchant ainsi la reméthylation de

I’homocystéine par une diminution de la synthése de méthyltétrahydrofolate. A I'inverse, la
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SAH donc la structure est treés proche de la SAM, est ’antagoniste de SAM et empéche le

positionnement correct de la SAM sur sa protéine cible.

La S-adénosyl homocystéine hydrolase (SAHH, E.C.3.3.1.1) catalyse la réaction de
conversion de SAH en homocystéine et en adénosine. C’est la seule réaction réversible parmi
tous les réactions chimiques impliquées dans le métabolisme de I’homocystéine. Elle est plus

en faveur de la synthése de SAH que la synthése de I’homocystéine.

1.2. La voie de la transsulfuration

La voie de la transsulfuration est la seule voie de catabolisme de I’homocystéine chez les
mammiferes. La cystathione  synthase (CBS, E.C. 4.2.1.22) condense le groupement thiol de
I’Hcy avec I’hydroxyle d’une sérine pour former la L-cystathionine. Ensuite L-cystathionine
est clivée et désaminée en cystéine et en a-cétobutyrate par la Cystéine-y-lyase (CGL, E.C.
4.4.1.1). Ces deux réactions irréversibles nécessitent la présence d’un cofacteur, le pyridoxal 5’
phosphate ou vitamine B6. Cette réaction ne se déroule qu’au niveau du foie, du rein, de

pancréas et d’intestin (Brosnan ef al. 2004).

2. Facteurs favorisant une hyperhomocystéinemie

L homocystéine libre ne compose que 1%-2% de ’homocystéine totale (tHcy). 98%-99%
de I’homocystéine totale circulent sous la forme de ponts disulfures: 1) 75%-80% de
I’homocsytéine totale sont liés aux résidus réactifs de cystéine des protéines, la plupart sont
avec des cystéines 34 (Cys34) d’albumine et réduite de I’homocystéine totale. 2) D’autres
homocystéines sont sous la forme de ponts disulfures libres, homocystine (Hcy-Hcy) et

cystéine homocystéine (Hcy-Cys) (Ueland ef al. 1995, Mudd et al. 2000).

L’homocystéine thiolactone (HTL), un thioester cyclique de I’homocystéine représente
0.29% et 28% de I’homocystéine totale dans le plasma et ’'urine. L’homocystéine peut

¢galement se lier aux protéines par liaison amidé (N-Hcy-protéine). N-Hcy-hémoglobine et

-7-
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N-Hcy-albumin comportent respectivement 75% et 22% de N-Hcy-protéine totale (Jakubowski
et al. 20006).

Quand on mesure la concentration de I’homocystéine, tous les ponts disulfures sont réduits
par un agent réducteur et toutes les homocystéines sous la forme de ponts disulfures passeront
sous forme libre. Donc le terme homocystéine totale est la somme de I’homocystéine libre et
liée par le pont disulfure. L’homocystéine totale ne compte pas ’homocystéine thiolactone
(HTL) et I’homocystéine liée aux protéines par le pont amidé (N-Hcy-protéine), car cette
liaison résiste au réactif réducteur, HTL et N-Hcy-protéine ne peuvent pas été réduits en

homocystéine libre (Figure 2).
NH2

Homocysteine-thinlactone '8
(0- 35 nM) L

MHz
N-Hey-Hemoglobin HS/\/J\E,N .\l—hlernoglohin
(12.7 pM) o
MHz NHz 4
HO s N SH
\?/L\_/ KS/\/k(ﬁj
0 O

N-{Hcy-5-5-Cys)-Albumin
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NH,
HO 5
S-Hey-Albumin mixed dislfide® ,5

(7.3 phv) N NHa

H
HO\.‘C/L.\;\S HE\A\Q,OH
|
8]

Hey-8-8-Cys mixed disulfide*

MNH2 ]
(2.0 pvT) :
Homocystine, Hey-5-5-Hey* & NH,
MNHz
Homocysteine, Hey* HG“C'J\‘/\EH
( 100 nM) i

Figure 2 : Différentes formes de I’homocystéine dans le plasma humain

(d’aprés Jakubowski et al. 2006)
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Le taux d’homocystéine totale plasmatique normal varie selon les experts et surtout selon
les méthodes de dosage ; des valeurs comprises entre 5 et 12 umol/L sont habituellement
considérées comme dans les limites de la normale. Pour la valeur pathologique, on retient trois
niveaux: une hyperhomocystéinemie modérée (15 a 30umol/L), une hyperhomocystéinemie

intermédiaire (31 a 100umol/L) et une hyperhomocystéinemie sévere (>100umol /L).

Plusieurs facteurs peuvent aboutir a une hyperhomocystéinémie. Ils comportent les

facteurs génétiques, nutritionnels et environnementaux (Figure 3) .

Witamnin deficiency Folate deficiency
Cobalamin deficiency
Vitamin B6 deficiency

Enzyme defects Cwstathiommne-f-synthase deficiency
MTHFE deficiency
Thermelabile MTHFE.- homozygosity

Diseases Feenal insufficiency/ impaimment
Cancer
Ehenmatoid arthritis
Chronic inflammatery intestinal diseases
Neurcdegensrative diseases
Vascular dizseases
Endecrine disorders

Drugs Methotrexate
Nitrous oxide
Phenytoin
Oral Anti-Diabetics
L-dopa

Physiologic changes Older age
Male sex

Increased mmscle mass

Lifestyle Smoking
Coffee
Aleohol
Physical activity

Figure 3: Facteurs favorisant une hyperhomocystéine
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2.1 les facteurs environnementaux

Les facteurs environnementaux entrainent habituellement une hyperhomocystéinemie
modérée. Les personnes agées et de sexe masculin ont une homocystéinémie plus élevée que les
personnes jeunes et sexe féminin. Certaines habitudes peuvent augmenter le taux de
I’homocystéine incluent ['usage de tabac, café, alcool et [Dactivité physique.
L’hyperhomocystéinemie modérée peut étre lice a la prise des certains médicaments comme le
méthotrexate qui bloque la dihydrofolate réductase, la phénytoine, la carbamazepine qui
interférent avec le métabolisme des folates, ’azaribine qui empéche 1’activité de la CBS (Quinn
etal. 1997, James et al. 1997). Une hyperhomocystéinemie modérée est ainsi observée chez des
patients atteints de maladies comme [D’arthrite rhumatoide, I’hypothyroide, les maladies
inflammatoires chroniques et neurodégénératives et certaines cancers (De Bree et al. 2002,

Widner et al. 2002, Roubenoft et al. 1997).

2.2 Facteurs nutritionnels

Plusieurs études ont montré qu’il existe une hyperhomocystéinemie chez les sujets soumis
a une carence en vitamine B9, vitamine B12 et vitamine B6 (Hao et al. 2007, Van et al. 2005,
Lee et al. 2003, Jacques et al. 2001, De Bree et al. 2001, Rasmussen et al. 2000). Ces molécules

sont toutes impliquées dans le métabolisme de 1’homocystéine.

2.2.1 Les folates ou Vitamine B9

La vitamine B9 est ¢galement connue sous le nom d’acide folique. La déficience en folates
est la cause principale des hyperhomocystéinémies. Les folates se trouvent dans 1’alimentation,

notamment les légumes verts comme les épinards, le concombre, les asperges, le fenouil.

La plus grande partie de 1’acide folique est présente dans les aliments sous forme de

polyglutamates. Les polyglatamates sont hydrolysés en monoglutamates par la y-glutamyl
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hydrolase et sont absorbés au niveau de I’intestin. Ensuite 1’acide folique est réduit sous une
forme métaboliquement active (dihydrofolate et en tétrahydrofolate) au niveau du duodénum et

du jéjunum.

Le tétrahydrofolate joue un role important dans le métabolisme des groupements
monocarbonés. Normalement un carbone est transféré de la sérine au tétrahydrofolate pour
former le 5,10-méthyleénetétrahydrofolate (5,10-MTHF) et libérer de la glycine. Ce composé est
soit utilis¢ pour la synthése de thymidine, soit oxydé en formyl-THF pour la synthése des
purines, soit réduit en 5-méthyltétrahydrofolate (5-Me-THF) par la méthyltétrahydrofolate
réductase (MTHFR) pour la synthése de la méthionine.

Une carence en folates est probablement la cause la plus importante et la plus étudiée
d’une hyperhomocysté¢inemie. Une étude a montré que les taux plasmatiques des folates sont
corrélés négativement aux taux d’homocystéine chez les adultes sains et les patients atteints de
Maladie Coronaire ; les vitamines B12 et B6 ne sont pas les déterminants principaux de la
concentration plasmatique d’homocystéine (Lee et al. 2003). Dans une étude hollandaise
portant sur 234 enfants, on a rapporté que plus les taux plasmatiques de folates étaient bas, plus

la concentration d’homocystéine était €levée (Van et al. 2005).

2.2.2 La vitamine B12

La vitamine B12 appartient a une classe de composés appelés corrinoides. Elle est
constituée d’un noyau corrine et d’un ribonucléotide reliés entre eux par un pont
amino2-propanol. Le noyau corrine est formé d’un atome de Co central reli¢ a 4 noyaux pyrrole
ainsi qu’a un radical anionique (-X) variable qui détermine le nom du composé¢ vitaminique : la
cyanocobalamine(-X=-CN), L hydroxocobalamine(-X=-OH), la méthylcobalamine(-X=-CHj3)
et la désoxyadénosyl cobalamine (-X=-5’d Ad).

Les besoins journaliers en vitamine B12 sont tres faibles. La vitamine B12 est présente
dans les aliments d’origine animale, certaines bactéries sont capables de la synthétiser. Liée aux
protéines, elle est libérée du support alimentaire dans I’estomac sous 1’effet du pH acide. La

cobalamine libre va se fixer au facteur intrinséque, synthétisé par les cellules pariétales
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gastriques. Ce complexe va pénétrer dans les entérocytose par endocytose recepeteur médié.
Dans la cellule, la cobalamine est libérée et peut se lier a la transcobalamine II (TCII) pour

rejoindre le sang.

La méthylcobalamine est le coenzyme de la méthionine synthase (MTR). Elle se
comporte comme un donneur de groupement méthyle et sous I’action de la méthyltransférase,
permet la synthése de la méthionine a partir de I’homocystéine, en présence d’un co-substrat, le

méthyl-THF.

Le rd6le de la carence en vitamine Bl2 comme ¢&tant responsable d’une
hyperhomocystéinemie est encore discuté. Dans une étude de cohorte, Jacques ez al. (2001) ont
montré qu’il existe une corrélation significative entre des valeurs basses de vitamine B12
plasmatique et I’homocystéine, ainsi qu’entre les folates et I’homocysteine, et entre la vitamine
B6 et ’homocystéine. Une autre étude chinoise sur 2471 adultes a rapporté¢ le méme résultat
(Hao et al. 2007). De Bree et al. (2001) ont montré que les taux plasmatiques de toutes les
vitamines B (B2, B6, B9, B12) étaient corrélés négativement aux taux d’homocystéine en
analyse univariée, cependant en analyse de régression multivariée, seuls les folates demeuraient

corrélés négativement a ’homocystéinémie.

2.2.3 La Vitamine B2

La vitamine B2 ou la riboflavine est le précurseur de la flavine mononucléotide (FMN) et
de la flavine adénine dinucléotide (FAD) intervenant dans les réactions d’oxydoréductions

cellulaires.

La riboflavine pourrait intervenir dans la voie du métabolisme de I’homocystéine dans la
réduction du méthyleneTHF en méthylTHF par la MTHFR ou la réduction de la cobalamine 11
en cobalamine I par la méthionine synthase réductase (MTRR) nécessaire au maintien de

P’activité de la MTR.

Hustad et al. (2000) ont mis en évidence une association entre le taux de riboflavine et le

taux d’homocystéine plasmatique dans une étude transversale portant sur 423 adultes sains.
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Cette association est modifiée par le polymorphisme de la MTHFR. Dans une étude de cohorte
de Framignham portant sur 450 adultes sains. Il a ét¢é montré que le taux de riboflavine est
associ¢ au taux d’homocystéine plasmatique, néanmoins cette association n’existe que chez les
sujets dont la concentration de folates est inférieure a 12.5 nmol/L et le génotype de MTHFR est
677TT (Jacques et al. 2002). De méme, Moat et al. (2003) ont montré que 1’association entre le

taux de la riboflavine et le taux d’homocystéine est influencée par le taux de folates.

2.2.4 La vitamine B6

Le terme «vitamine B6» désigne six composés : le pyridoxal (PL), la pyridoxine (PN), la
pyridoxamine (PM), et leurs dérivés phosphorylés, le pyridoxal5’-phosphate (PLP), la
pyridoxamine 5’-phosphate (PMP) et la pyridoxine 5’-phosphate (PNP). Nous nous intéressons
seulement au phosphate de pyridoxal (PLP). Il est impliqué comme co-facteur en lien avec
environ 120 enzymes. Le Pyridoxal phosphate est un co-facteur dans le métabolisme des acides

aminés, des neurotransmetteurs et dans le métabolisme de la dégradation du glycogéne.

Deux enzymes, la cystathione 3 synthase (CBS, E.C. 4.2.1.22) et la cystéine-y-lyase (CGL,
E.C.4.4.1.1), qui interviennent dans la voie de la transulfuration nécessitent la présence de PLP
comme un co-facteur. Hao et al. (2007) ont montré que la carence en vitamine B6 était
responsable d’une hyperhomocystéinemie. McKinley et al. (2001) ont montré une
supplémentation en vitamine B6 chez les sujets sains engendrait une normalisation de

I’homocystéine.

2.3 Facteurs génétiques

Les polymorphismes ou variants génétiques du génome sont la conséquence de mutations
qui sont plus souvent des mutations uniques (single mucleotide polymorphism ou SNP). Il
existe plusieurs polymorphismes des enzymes intervenant dans le métabolisme de

I’homocystéine. Il s’agit principalement de variants génétiques des enzymes 5, 10-
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méthylénetétra hydrofolate réductase (MTHFR C677T, A1298C), méthionine synthase (MTR
A2756G), méthionine synthase réductase (MTRR A66G). De plus, un polymorphisme portant
sur une protéine de transport de vitamine B12, la transcobalamine (7CN C776G), a été rapporté

et peut également s’associer a une hyperhomocystéinemie modérée (Namour F et al. 2001).

2.3.1 Les polymorphismes du géne MTHFR C677T, A1298C et T1317C

Le gene de la MTHFR humain est localisé dans le chromosome 1p 36.3. Le géne de la
MTHFR comprend 11 exons et produit 656 résidus de I’amino acidé (Goyette et al. 1998). 1l
existe trois polymorphismes de la MTHFR: C677T qui est localisé dans I’exon 4, 41298C et

T1317C qui sont localisés dans I’exon 7 (Sunder-Plassmann et al. 2003).

L’altération génétique la plus commune associée a une hyperhomocystéinémie modérée
est la mutation par substitution d’une cytosine en une thymidine en position 677 (C677T)
remplagant au niveau de I’enzyme un acide aminé alanine en valine, rend MTHFR thermolabile
avec une diminution de 50% de son activité (Frosst et al. 1995). La prédominance des
homozygotes 677TT est de 5% a 15% dans les populations caucasiennes (Brattstrom et al.

1998).

Le seconde polymorphisme de la MTHFR correspond a la substitution d’une adénine en
cytosine en position 1298 (47298C). Cette mutation provoque le remplacement d’un acide
aminé glutamate en alanine et engendre une diminution de D’activité enzymatique. Ce
polymorphisme isolé n’a pas d’influence sur la concentration en Hcy. Cependant, la double
hétérozygotie MTHFR C677T et A1298C peuvent étre associé¢ a I’¢lévation plasmatique de

I’homocystéine.

2.3.2 Les polymorphismes du géne MTR A2756G

Comme pour MTHFR, le géne humain de la MTR se trouve dans le chromosome 1g43

(Leclerc et al. 1996). Le polymorphisme prédominant de la méthionine synthase est la mutation
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A2756G correspond a la substitution d’un acide aminé aspartate par une glycine. Harmon et al.
(1999) ont rapporté que la mutation A2756G est un déterminant modeste, mais significative, de

la concentration en homocystéine.

2.3.3 Les polymorphismes du géne MTRR A66G

La reméthylation de ’homocystéine en méthionine nécessite la MTR dont la cofacteur est
la cob (I) alamine, ensuite la cob (I) est oxydée en cob (II) alamine, ce qui rend la MTR inactive.
La méthionie synthase reductase (MTRR) régénére la forme active de la cobalamine. Un
polymorphisme du géne de la MTRR A66G se traduit par une substitution d’une isoleucine par
une méthionine. Gaughan et al. (2001) ont montré que ce polymorphisme est associé a une
¢lévation de la concentration de I’Hcy. Brown ef al. (2000) ont rapporté que cette mutation était
associ¢ au risque de maladie coronaire, mais n’est pas un facteur déterminant de
I’hyperhomocystéinemie. Brilakis et al. (2003) ont démontré que ce polymorphisme est associé

ni a la concentration en homocystéine, ni aux maladies coronaires.

2.3.4 Les polymorphismes du géne TCN C776G

La mutation la plus commune correspond a la substitution d’une base cytosine en guanine
en position 776 (C776G). La conséquence au niveau protéique est le remplacement d’un acide
aminé arginine au profit d’une proline (codon 259) (Namour et al. 2001). La fréquence de
I’allele TCN 776G est variable : 1a plus haute est 60,7% dans des populations chinoises, la plus
basse est 17,8% dans des populations africaines. Une association entre ce polymorphisme et la
concentration de I’homocystéine n’est observée que dans la population francaise et mexicaine,
deux populations dont la fréquence de la carence en vitamine B12 (<100 pmol/l) sont parmi les
plus hautes (Guéant et al. 2007). Nous avons également montré une faible influence de ’alléle
TCN 776G sur la concentration de 1’homocystéine dans des populations caucasiennes.

(Namour et al. 2001)
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2.3.5 Les polymorphismes du géne CBS T833C et G919A

La mutation homozygote du gene CBS favorise 1’apparition d’une homocystinurie, qui est
associée souvent a une hyperhomocystéinemie sévere, une thromboembolie et un retard mental.
Environ une soixantaine de mutations différentes ont été décrites dont les plus communes sont
la 7833C et G9194 (Kraus et al. 1998). Le polymorphisme 7833C est le plus répandu et les
individus homozygotes pour cette mutation ont souvent des problémes de thromboses.

(Gaustadnes et al. 2000).

3. Homocystéine et dysfonction endothéliale

3.1 L’effet de homocystéine sur la fonction endothéliale

Le terme « dysfonction endothéliale » signifie I’altération des propriétés homéostatiques
de I’endothélium vasculaire, qui incluent la régulation endothélium- dépendante du tonus
vasculaire, I’hémostase, et I’inflammation (Cai et al. 2000). Plusieurs études sur des modéles
animaux et humains ont démontré que I’Hcy induit une dysfonction endothéliale (Eberhardt et

al. 2000, Lentz et al. 2000 , Feraci et al. 2004, Dayal et al. 2001 ).

3.1.1 La thrombose

Une grande partie des études ont montré que 1’hyperhomocystéinemie est associé¢ a un
risque de thromboses veineuses et artérielles (The Homocysteine Studies Collaboration 2002,
Cattaneo et al. 1999, Welch ef al. 1998). Une méta-analyse a montré qu’une augmentation de
tHcy plasmatique de Sumol/L était associée a un risque plus élevé de thromboses veineuses de
27 % (Den Heijer et al. 2005). Les mécanismes par lesquels I’hyperhomocystéinemie est

associée a une thrombose sont encore mal connus.
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Les travaux de Undas et al. (2001) suggere que 1’hyperhomocystéinemie altere la capacité
de la protéine C d’inactiver ses substrats principaux, facteur V via une réaction de S-thiolation.
Cependant, I’importance patho-physiologique de cette réaction est incertaine, parce que la
sensibilité apparente normale du Facteur V a la protéine C activée a ét¢ démontrée chez
I’homme et chez les singes avec une hyperhomocystéinemie modérée, et chez la souris avec
une hyperhomocystéinemie sévere (Lentz et al. 2002). Deux autres études cliniques n’ont pas
démontré non plus d’association entre hyperhomocystéinemie et résistance a la protéine C
(Podda et al. 2003, Zarychanski et al. 2004) (figure 4 (1)). L’hyperhomocystéinemie pourrait
¢galement inhiber I’activité de la thrombomoduline et de la protéine C. Une diminution de
Iactivit¢ de thrombomoduline a ¢été observée sur des modeles animaux

d’hyperhomocystéinemie (Lentz et al. 1996, Dayal et al. 2001) (figure 4 (2)).

Une hyperhomocystéinemie peut favoriser une thrombose par 1’inhibition des
anticoagulants naturels. Dans une autre étude, Nishinaga et al. (1993) ont rapporté que
I’incubation des cellules endothéliales aortiques porcines avec 1’Hcy cause la perte de leur
capacité a lier et activer I’antithrombine III, par une diminution de I’expression de sulfate

d’héparine a la surface de cellules endothéliales. (figure 4(3)).

L’hyperhomocystéinemie peut aussi diminuer ’activité fibrinolytique. L’Hcy peut former
un pont disulfide avec un résidu cystéine dans le domaine terminal aminé de I’annexiene I, un
récepteur pour I’activteur plasminogene tissulaire (t-PA) et plasminogéne (Hajjar et al. 1993 et

1998) (figure 4 (4)).
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Figure 4: Influence de I’homocystéine sur la coagulation du sang et la fibrinolyse

(d’apres Perta-Kajan et al. 2007)

3.1.2 La relaxation vasculaire

Une hyperhomocystéinemie chez ’homme est associée a I’altération de la fonction de
relaxation endothélium-dépendante. La dysfonction endothéliale est généralement détectée par
I’altération de la fonction de relaxation endothélium-dépendante des vaisseaux sanguins, elle

est prédictive en outre des événements cardiovasculaires (Schachinger et al. 2000).

L’homocystéine peut changer certaines propriétés des cellules endothéliales par
’altération de la production ou de la disponibilité biologique des médiateurs vaso-actifs comme
I’endothéline 1 (Demuth et al. 1999), ’oxyde nitrique (NO) (Upchurch et al. 1997) et la
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prostacycline (Wang et al. 1993). L’incubation des cellules endothéliales avec Hcy
(0,05-1,00mM) produit moins d’endothéline et cet effet est médié par des produits oxydatifs
(Drunat et al. 2001). Plusieurs études utilisant des tissus vasculaires ont montré que 1’Hcy
provoque une production intracellulaire de superoxyde et par conséquent une altération de la
relaxation (Lang et al. 2000, Duan et al. 2000, Franken et al. 1994). Le superoxyde est censé
réagir avec le NO au peroxynitrite, limitant de ce fait la réponse vasodilatatrice normale

(Gryglewski et al. 1986, Heinecke et al. 1987).

3.1.3 L’inflammation

L’athérosclérose est une maladie inflammatoire chronique, ou des cytokines
proinflammatoires jouent un réle trés important. L’exposition a I’Hcy pourrait induire une
augmentation de cytokines proinflammatoires. Poddar et al. (2001) ont montré que
I’homocystéine augmentait 1’expression MCP-1 (monocyte chimioattractant protein 1) et de
IL-8 dans les cultures humaines de cellules endothéliales. 11 suggére que I’Hcy pourrait
influencer les maladies vasculaires par 1’augmentation de 1’attachement des monocytes a
I’endothélium et a leur recrutement a [’espace sous-endothélial. L’augmentation de
I’expression de MCP-1 est également observée dans les cultures humaines de cellules
musculaires lisses (Wang et al. 2000) et dans les monocytes (Wang G et al. 2001) traités avec
de ’homocystéine. L.’augmentation de I’expression de MCP-1 et d’IL-8, en présence de I’Hcy,
est médiée par I’activation du NF-kB, facteur de transcription impliqué dans la régulation en

aval du processus inflammatoire (Wang G et al. 2001, Au-Yeung et al. 2004)

3.1.4 L’apoptose

Zhang et al. (2001) ont démontré que I’homocystéine induit la mort cellulaire par apoptose
des cellules endothéliales humaines en culture par ’activation de I’'UPR (Unfolded Protein
Response). La voie de signalisation de IUPR est régulée par une protéine kinase

transmembranaire de type-I1 ER (IRE-1) et des agents d’induction du stress du RE. L’IRE-1 est
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responsable de la transduction du signal d’accumulation de UPR. L’activation de IRE-1 induite
par I’Hcy provoque une activation rapide et soutenue des JNK-kinases (Cai ef al. 2000, Urano
et al. 2000). Puisque I’activation persistante de JNK-kinases est associée a la mort par apoptose
(Chen et al. 1996), il est possible que I’Hcy induise la mort cellulaire par un mécanisme

UPR-dépendant.

En outre, I’activation de la caspase 3 est essentielle pour I’apoptose induite par I’Hcy. Elle
est impliquée dans I’apoptose des cellules HL-60 (Huang ef al. 2001), des cellules endothéliales
(Tyagi et al. 2006) et des cellules stromales humaines (Kim ez al. 2006).

3.2 L’effet moléculaire de I’homocystéine sur I’endothélium

3.2.1 La modification de la protéine

L’homocystéine porte un groupement thiol réactif, qui peut former des ponts disulfures
avec des les résidus réactifs de la cystéine. L’homocystéine est détectée dans plusieurs
protéines, qui incluent albumine (Sengupta et al. 2001), fibronectine (Majors et al. 2002),
transthyretine (Sass et al. 2003, Lim et al. 2003), facteur V (Undas et al. 2001) et annexine II
(Hajjar et al. 1998). Le groupement thiol de la protéine intervient dans la fonction de
nombreuses protéines. L’interaction avec ces protéines pourrait altérer ses fonctions et

perturber le métabolisme cellulaire. (Hultberg et al. 1998, Jacobsen et al. 2005) (figure 5).
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Figure 5 : les exemples et les conséquences du protéine S-homocystéinylation

(d’aprés Perta-Kajan et al. 2007)

L’homocystéine pourrait ¢galement induire la modification de protéines via un autre

mécanisme médié par un thioester cyclique de I’homocystéine (homocystéine thiolactone).

La formation de I’Homocystéine-thiolactone est une conséquence d’une réaction

d’erreur-édition de méthionyl-tRNA synthase. Dans la synthése peptidique, 1’homocystéine

pourrait poser un probléme a cause de sa similarité avec la méthionine. L’homocystéine peut

s’insérer par erreur la premiére étape de la synthése peptidique et former Hcy-AMP avec

méthionyl-tRNA synthése. Ensuite cette erreur est corrigée par la conversion d’homocystéine

en homocystéine-thiolactone. La chaine latérale d’Hcy, qui ne comporte pas de groupement

méthyle de la méthionine, réagit moins efficacement avec le résidu spécifique de la

méthionyl-tRNA synthase. Ceci permet a la chaine latérale d’Hcy de se déplacer au résidu

thiol-liant, qui favorise la synthése du pont de thioester (figure 6).
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Figure 6 : La formation de I’Homocystéine-thiolactone (d’aprés Jakubowski et al. 2004)

Les ponts thioamides de I’Hcy sont susceptibles de se lier avec les groupes amines des
chaines latérales de lysines protéiques (Hcy-e-N-Lys-protéine). L’Hcy-N-protéine représente
0.3%-0.23% de I’homocystéine totale plasmatique. Dans la majorité des échantillons du sérum
examinés, les niveau d’Hcy-N-protéine sont directement proportionnels a la teneur en
homocystéine totale, et sont inversement proportionnels a la teneur en méthionine, folates et
HDL (Jakubowski et al. 2000). Une étude récente a montré que les niveaux d’Hcy-N-protéine
et d” Hey-S-protéine sont plus élevés chez les patients ayant une urémie élevée que chez les
sujets saints. Une supplémentation en folates normalise les niveau d’Hcy-N-protéine et diminue,
mais ne normalise pas les niveau d’Hcy-S-protéine (Perna et al. 2007). Yang et al. (2006) ont
montré que les niveaux d’Hcy-N-protéine plasmatiques sont plus é€levés chez les patients
atteints de maladie coronaire que chez les sujets sains. Pourtant, IIs n’ont pas trouvé une

corrélation entre les niveaux d’Hcy-N-protéine et les niveaux d’Hcy plasmatique.
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Cette modification par 1’homocystéine-Thiolactone provoque des dommages sur sa
structure et une perte de fonction (figure 7). Les formes liées aux hémoglobines (Hcy-N-Hb) et
albumines (Hcy-N-albumine) sont les plus courantes. L’homocystéine pourrait se lier par des
résidus amide aux autres protéines, qui incluent les LDL, HDL, antitrypsine, transferrine et

fibrinogene. (Jakubowski et al. 2002)

Les protéines modifiées par ’homocystéine-Thiolactone sont délétéres et induisent une
réponse immune anormale (Jakubowski et al. 2005 et 2006). Il existe chez I’homme des
anticorps qui vont reconnaitre spécifiquement les Hcy-€-N-Lys-protéine sur les protéines

modifiées par I’homocystéine-Thiolactone.

Protein Function Effect of M-homocy steinylation References
Alburnin Maintenance of the hlood within Structural changes, influence the Jakuboraski {19949, 20000h)
the vascular system, transpornt of function of Cys3, increase of Perla et al. {200)
metabalic products, regulatory med iators, suzceptibility to protenlysis, Unidas et al. (2004, 2005
nutrients and proteins, neutralization of diminished binding capacity Perna et al. {20}
endogenous Or exogenous ioxins for diazepin
High denstity Protection against lipid perocidation A decrease in the activity of the Ferretti et al. (2003
lipoprotein — of LIL and HDL enzyme HOL-POM, resulting in
Pamace onase diminished protection against
oxidative damage and toxicity
of homocysteine thiolactone
Lona density Transpont of cholesteral to tissues Protein aggregation and s pontaneous Mareszewicz et al. {1994)
lipoprotein® and regulation of cholesteml precipitation, higher acoumulation
synthesis of intracellular cholesternl
Fibrinogen Precursor of fbrin Protein aggregation, fibers thiner Jakubowski { 194949
and more resistant o Abrinolysis Sauls et al. (2005)
Antitrypsin® Proteases inactivation Recognized by human Perla et al. {200k)
M-Hey-protein specific antibodies
Try psin Cleavage of amide and ester Complete inactivation when ~885% Jakuhowski { 19949)

Methion yl-tR NA

synthetase with methionine lysine residues modibied
Cytochrome © Electron transpaort Protein aggregation Jakuboweski { 19%949)
Hemoglohin™ Oxygen transport Protein aggregation Jakubonaski {1999, 200
Perla et al. {300)
Undas et al. (200)
Myoglohin CIxygen ransport Protein aggregation Jakubowski { 19949)
y-Lilobulin Antibodies Protein aggregation Jakubowski { 19949)
Transferrin® Iron transpont Protein aggregation Jakubowski { 19949)
Perla et al. {20(kh)
RMaze A [14] BEMNA hydmlysis Protein aggregation Jakuboweski { 19%949)
aZ-macroglobulin Proteases inactivation U kmonwm Jakubonaski {20600
Crystalin Eye structural protein Uniknooan Jakuboweski {20000)
Diase [ DA hydrolysis Unknown Jakubowski {20000)

honds of Arg and Lys
Aminoacylation of (RNAMS

lysine residucs modibed
Complete inactivation when ~33%

Jakubowski { 194949

* N-Homocysteinylated forms are recognized by human awoantibodies

Figure 7 : les exemples et les conséquences du protéine S-homocystéinylation

(d’aprés Perta-Kajan et al. 2007)
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3.2.2 Stress du Réticulum Endoplasmique et unfolded protein response

Dans les cellules eucaryotes, le réticulum endoplasmique (RE) est le site principal de
maturation des protéines transmembranaires, sécrétoires et résidentes (Kaufman et al. 2002,
Rutkowski et al. 2004) Pour assurer le repliement correct des protéines récemment synthétisées,
le RE contient de nombreuses molécules chaperonnes telles que la GRP78 (glucose regulated
protein-78), la GRP 94, la calnexine, la calreticuline et la protéine bisulfure isomérase. Les
protéines avec un mauvais repliement ou non repliées vont étre dégradées par le protéasome
cytoplasmique (Kaufman et al. 2002). Le stress du Réticulum Endoplasmique est une condition
pathologique ou des protéines « mal repliées » ou non repliées s’accumulent. Le stress du RE
active le unfolded protein response (UPR) , une voie de signalisation intracellulaire intégrée qui
fait intervenir trois kinases RE-résidentes : le IRE-1 (4 type-1 ER transmembrane protein
kinase), ATF-6 (Activating transcription factor 6) et PERK (The PKR like ER kinase), et par

conséquent, il existe une diminution de la traduction des protéines.

3.2.3. Stress oxydant

L’homocystéine porte un groupement thiol réducteur qui est aisément auto-oxyd¢ et peut
engendrer des radicaux libres (ROS) responsables de 1ésions vasculaires, méme si ceci reste
discuté. En effet, la cystéine est présente dans le plasma a des concentrations 20 a 30 fois plus
¢levées que I’Hcy et son groupement thiol réducteur est plus réactif que celui de I’Hey. Pourtant
la cystéine ne provoque pas des 1ésions endothéliales et n’est pas considérée comme un facteur
de risque cardiovasculaire (Jacobsen et al. 2000). Par ailleurs, une étude a démontré que la
forme oxydée de ’Hcy vient en grande partie de 1’échange des disulfures, et de manicre assez

rare de I’auto-oxydation directe de I’Hcy (Sengupta ef al. 2001).

Des travaux suggerent que le stress oxydant induit par I’Hcy est di a I’effet
« biochimique » qu’a son effet «chimique ». Le stress oxydant n’est induit que dans
I’endothélium incubé avec de L-homocystéine naturelle, mais pas avec la D-homocystéine

(Heydrick et al. 2004). L’effet pro-oxydant de la L-homocystéine peut étre expliqué par un
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mécanisme appelé « eNOS uncoupling » (Pritchard et al. 1995, Zhao et al. 2003). Bri¢vement,
la L-homocystéine fait que eNOS devient la source majeur de 1’anion superoxyde (O2-). L’ O2-
inactive rapidement NO, conduisant a la formation de fortes concentrations de peroxynitrite
(ONOO-), un oxydant tres puissant et toxique. Un autre mécanisme potentiel de I’accumulation
d’anion superoxyde (O2-) en présence d’Hcy est I’inhibition de la production du NO provoquée
par le diméthylarginine asymétrique (ADMA), inhibiteur endogeéne de I’eNOS. Dans un
modele animal avec de I’Hcy, il a été montré une élévation plasmatique d’ADMA (Boger et al.
2000). Quand I’endothélium est exposé a I’Hcy ou a son précurseur méthionine, la
concentration d’ADMA dans le milieu de culture augmente de maniére dose- et temps-
dépendante, et est corrélée avec une diminution de la synthése de NO. Un autre mécanisme
possible du stress oxydant induit par I’Hcy est la perturbation de la fonction de deux enzymes
anti-oxydantes : superoxyde dismutase (SOD) et glutathion peroxydase (GPX). La SOD est une
enzyme catalysant la réduction de I’anion superoxyde (O2-) en peroxyde d’hydrogéne. II est
rapport¢ que le niveau d’Hcy plasmatique est corrélé avec une augmentation de SOD
extracellulaire chez les patients avec homocystinurie (Wilcken et al. 2000) et chez les patients
atteints d’une hyperhomocystéinémie modérée (Wang et al. 1999). Cet effet est probablement
caus¢ par la diminution de la liaison de la SOD extracellulaire avec la surface de la cellule
endothéliale, parce que I’Hcy pourrait altérer la surface du protéoglycane d’héparane sulfate
(Yamamoto et al. 2000). Cet effet pourrait conduire a une perte de sa capacité a protéger la

surface endothéliale contre la stress oxydant.

Des résultats montrent que I’Hcy diminue I’expression et I’activité de la glutathion
peroxydase (GPX) (Huang et al. 2001 Weiss et al. 2001 et 2002). La GPX catalyse la réduction
de peroxyde d’hydrogéne (H,O,) en H,O par oxydation du GSH en GSSG. Une
hyperhomocystéinémie pourrait empécher, limiter le potentiel antioxydant de certaines cellules
(Dayal et al. 2002). Ceci a été démontré dans des modeles animaux génétiquement modifiés.
Weiss et al. (2001) ont rapporté que la surexpression de GPX atténue le dysfonctionnement

endothélial induit par I’homocystéine.
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I1. MICI

1. L’épidémiologie

La terme de maladie inflammatoire chronique intestinale (MICI) regroupe trois entités
différentes: la maladie de Crohn (MC), la recto-colite hémorragique (RCH) et les colites

indéterminées.

L’incidence des MICI varie de maniére importante selon les pays (Shivanada S et al.
1996). Elle est plus ¢élevée dans les pays du nord de I’Europe et en Amérique du Nord. Les
incidences de MICI sont estimées a 0,5~17/100 000 dans les pays occidentaux. (Bernstein et al.
2008). Les MICI sont moins fréquentes dans les pays asiatiques que dans les pays développés.
L’incidence de la RCH (Jiang et al. 2002, Jiang et al. 2006, Ka-Ho et al. 2008, Ouyang et al.
2005) et de la MC (Leong et al. 2004) est toutefois en forte augmentation dans les pays

asiatiques.

L’incidence de RCH est supérieure a celle de la MC dans les pays asiatiques, en Corée
(Park et al. 2006), en Chine (Jiang et al. 2006), en Inde (Sood et al. 2003), et en Iran
(Aghazadeh et al. 2005), contrairement aux pays développés (Bernstein et al. 2008) (Figure 7,
8).

En Chine centrale, la MC et la RCH sont plus fréquentes chez I’homme que la femme
(1.53:1 et 2.32:1) (Jiang et al. 2006). Dans les pays occidentaux, La MC est plus fréquente chez
la femme que chez I’homme, et la RCH est plus fréquente chez ’homme que chez la femme
(Farrokhyar et al. 2001). L’age moyen de diagnostic de la RCH en Chine est 42 ans contre 34.5
ans dans les pays occidentaux ( Jiang et al. 2006, Loftus et al. 2000).
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2.Les facteurs impliqués dans la pathogénie des MICI

La pathogénie des MICI reste encore mal connue. Elle est complexe et probablement
multifactorielle, faisant intervenir des facteurs génétiques, des anomalies de la réponse immune

et des facteurs environnementaux.

Actuellement, I’hypothése communément admise pour expliquer le développement des
MICI serait un dysrégulation de la réponse immunitaire muqueuse dirigée contre des ¢léments

de la flore intestinale, survenant chez des patients génétiquement prédisposés.

2.1 Les facteurs génétiques

Des ¢études épidémiologiques, portant sur des jumeaux, et sur les différences raciales et
ethniques de la prévalence de la maladie, soulignent I’implication de facteurs génétiques dans
la pathogénie des MICI. De nombreux variants ont été récemment identifiées dans la
susceptibilité¢ génétique des maladies inflammatoires de l'intestin du génome par des études

d’association (figure 9).

Les modifications dans les geénes du systéme immunitaire inné¢, comme NOD2
(nucleotide-binding oligomerization domain protein 2, également connu sous le nom de
CARDI15), ATGI6LI (autophagy related 16-like protein 1), IRGM (qui code immunity-related
GTPase family, M) et LLRK? (leucine-rich repeat kinase 2) sont spécifiques de la maladie de
Crohn et ne sont pas associés a la RCH. En revanche, plusieurs génes impliqués dans la voie
de I'IL-23, y compris /L23R (qui code une sous-unité essentielle de I'IL-23 receptor), IL12B
(qui code la sous-unité¢ p40 de IL-12 et IL-23) et STAT3 (qui code signal transducer and
activator of transcription 3) ont €té associés a la fois a la maladie de Crohn et la RCH. Le
NKX2-3 (NK2 transcription factor related, locus 3) et HLA (Human leucocyte antigen)
montre également une association avec les deux maladies (Franke et al. 2008). Enfin, un
nouveau locus de susceptibilitt ECMI (Extracellular matrix protein 1) ¢été identifiée

récemment comme facteur de risque associée avec la RCH (Fisher ef al. 2008).
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En 2001, le premier geéne de prédisposition a la maladie de Crohn , baptisé
Nucleotide-binding Oligomerization Domain containing 2 (NODZ2) puis renommé Caspase
activation recruitment domains 15 (CARDI15) a été découvert (Hugot ef al. 2001, Ogura et al.
2001). Environ 25-30% des genes de susceptibilité de la MC peuvent étre expliqués par les
mutations du géne NOD2/CARDI15, mais ces études n’ont pas trouvé d’association entre les

mutations du géne NOD2/CARDI15 et la RCH (Lesage et al. 2002, Rosenstiel et al. 2003).

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 Paneth (Lesage et al 2002, Rosenstiel et al. 2003).
NOD2/CARDI1S5 est impliqué dans I’identification d’un produit bactérien, le peptidoglycan-
derived muramyl dipeptide (MDP). L'activation de NOD2 par le MDP met en jeu les voies du
NF-xB (facteur nucléaire-kB) et des MAPKs (mitogen-activated-proteins-kinases)
(Kobayashi et al. 2005). Trois variants de type SNPs rares dans NOD2, Arg702Trp,
Gly908Arg et Leul007fsinsC (insertion de cytosine provoquant une frameshift a Leul007)
sont fortement associés a la susceptibilit¢ a la maladie de Crohn. Dans les cellules
mononucléées humaines primaires, chacun des trois principaux variants de NOD?2 est associée
a une diminution de l'activation de NF-kB en réponse a la stimulation MDP(Abraham et al.

2006).

Les mécanismes qui sous-tendent la relation entre NOD2 et la maladie de Crohn restent
mal connus.Une diminution significative de 1’expression des a-défensines a été observée chez
les patients atteints de la maladie de Crohn qui sont porteurs du variant de NOD2 (Wehkamp
et al. 2005, McDonald et al. 2005, Yamamoto-Furusho et al. 2006). La diminution de la
clairance microbienne des muqueuses résultant d'une diminution de l'expression des
défensines pourrait tenir compte des changements dans la flore intra-luminale, ce qui génére
une vulnérabilité tout au long de la barri¢re épithéliale a I'infection par des agents pathogenes
tels que E. Coli adhérent-invasif et Mycobacterium paratuberculosis (Peyrin-Biroulet et al.
2006). Cependant, des données plus récentes ont montré que la diminution de 1’expression des
a-défensines est indépendante de NOD?2 et refleéte une perte de cellules épithéliales de surface
et une réduction du nombre de cellules Paneth secondaire a l'inflammation, et non un

mécanisme pathogene primaire.
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Dans le géne ATGI6L1, un SNP (Ala281Thr) est treés significativement associé¢ a la
maladie de Crohn (Hamper et al. 2007). ATGI6LI est membre d'une famille de génes
impliqués dans l'autophagie. Une mutation de ATGI6L1 aurait pour conséquence de la
réduction de la clairance des agents pathogenes. Il a ¢été rapporté que l'expression de
ATGI16LI par les cellules épithéliales intestinales est essentielle a 1'efficacité de I'autophagie
de S. Typhimurium (Rioux et al. 2007). Une observation intéressante a été celle de
l'association de variants génétiques dans le gene /[RGM avec la maladie de Crohn (Parkes ef al.
2007). Des expériences de knockdown d’ /RGM ont permi de montrer son rdle dans
l'autophagie, et donc le contrdle de la charge en mycobactéries intracellulaires (Singh et al.
2006). Une étude récente a montré l'induction de l'autophagie par un mutant LRRK?
(leucine-rich repeat kinase 2), qui est fortement associé associations a la maladie de Crohn et
aux genes d’ autophagie ATGI6L1 et IRGM2-5 (Plowey et al. 2008). Dans l'ensemble, les
associations de SNPs dans NOD2, ATGI16LI1, IRGM et LRRK2 avec la maladie de Crohn,
mais pas avec la RCH, indiquent que les modifications du devenir intracellulaire des bactéries

constituent un élément central de la pathogenése de la maladie de Crohn.

Plus récemment un nouveau géne /L23R associ¢ aux MICI a été mis en évidence (Duerr
et al. 2006) en analysant plus de 300 000 polymorphismes génétiques dans une population
d’Amérique du Nord et ont identifi¢ le géne codant pour /L23R, le récepteur de 1’'IL-23,
comme ¢étant associé a un moindre risque de MC et de RCH. IL-23 est composé des
sous-unités p19 (IL23A, chromosome 12q13) et p40 (IL12B, chromosome 5q33). Le blocage
par des anticorps spécifiques de p40 inhibe les voies de signalisation liées a IL-23 et IL-12,
alors que des anticorps spécifiques de pl9 seulement inhibent seulement les voies liées a
I'IL-23. Suite a l'engagement de I'IL-23R par IL-23, Janus kinase 2 (JAK2) est activé, ce qui
conduit a I’autophosphorylation de JAK2 et la phosphorylation de I'lL-23R. Cela se traduit
par I’homodimérisation et la translocation nucléaire de STAT3. STAT3 joue un rdle central
dans la différenciation des cellules Th17 (Parham et al. 2002). Dans une méta-analyse des
GWA (études d’association pangénomique) sur des cohortes européennes et nord-
américainnes, il a ét¢ montré une association de plus de 30 régions génomiques avec la
maladie de Crohn (Barrett et al. 2008). Sur les trente régions, quatre (IL23R, IL12B, STAT3 et
JAK?) ont un role dans la signalisation IL-23R. De plus, d'importantes associations de /L23R,
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ILI2B et STAT3 ont récemment été signalés dans la RCH (Fisher ef al. 2008, Franke et al.
2008).

L’IL23 régule D’expression de I'IL17. L’IL17 stimule la sécrétion de plusieurs
médiateurs pro-inflammatoires par des fibroblastes, les cellules endothéliales, les
macrophages et les cellules épithéliales (Fossiez et al. 1998) et la production locale de IL17
va aboutir a I’activation des cellules inflammatoires (Yen et al. 2006). L’IL 23 peut contribuer

a maintenir une inflammation chronique pathologique(Yen et al. 2006).

Les geénes du HLA sont situés dans la région MICI3, qui est la région la plus étudiée. Le
HLA joue un role important dans 'immunité adaptative. Le lymphocyte T ne reconnait que
I’antigéne associ¢ aux produits du gene HLA. ECMI est un géne candidat plausible pour la
RCH: il code pour la protéine 1, une glycoprotéine exprimée dans le petit et le gros intestin, et
il interagit avec la membrane basale et inhibe la matrix metalloproteinase 9 (Chan et al. 2007).
ECMI1 active fortement la voie de signalisation NF-kB. Récemment, une forte association

entre le locus ECM1 et 1a RCH ont été identifiés (Fisher et al. 2008).

La recherche de geénes de prédisposition aux MICI est loin d’étre achevée et il est

probable que dans les toutes prochaines années, d’autres associations seront décrites.

Chromosome  Locatlon (Mb) Genes of Interest Assoclated with Assoclated with
Crohn's disease ulceratlive colitls

1p31 &7 IL23R Yfes Yes

2q37 231 ATG16L1 Yes No

3p21 49 Multiple, including M5T1 Yes Yes

S5pl3 40 Intergenic. PTGER4 Yes MNo

5q31 131 Multiple. including SLC22A5 Yes Unclear

5g33 150 Multiple, including IRGM Yes Mo

5q33 158 IL12B (pa0) Yes Yes

10g21 o4 INF365 Yes Unclear

10g24 101 NKX2-3 Yes Yes

16g12 49 NODz2 Yes MNo

17q21 37 Multiple, including STAT3 Yes Yes

18p11 12 PTPN2 Yes Unclear

ATG16L1, autophagy related 16-like protein 1; IL1 2B, interleukin- 12[; IL 2 3K, interleukin-2 3 recoptor; IRGM, iImmunity-related
GTPase famiby, M: NKX2-3, NK2 transcription factor related. locus 3; NOD2, nucleotide-binding oligomerization domaln protain 2;
FTGER4, prostaglandin receptor, EP4; PTPN2, protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 2; SLC22A5, solute carrier family 22,
member 5; 5TAT 3, signal transducer and activator of transcription 3; ZNF365, zinc-finger protein 365.

Figure 9: Des genes de susceptibilité des MIC ( D’aprés Cho et al. 2008)
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2.2 Les facteurs environnementaux

L’augmentation du risque de MICI pour les Asiatiques migrant en Europe et inversement
la diminution du risque chez les Européens migrant dans ce pays sont en faveur de I’existence
de facteurs environnementaux impliqués dans la pathogénie des MICI (Yang et al. 2001).
L’absence de concordance totale chez les jumeaux monozygotes (Halfvarson et al. 2003),
I’agrégation familiale dans les MICI (Hugot et al. 2003) sont autant d’éléments en faveur de
I’intervention de facteurs d’environnement comme les microbes dans la genése des MICI

(Baumgart et al. 2007).

Deux facteurs d’environnement ont un role établi: le tabac et I’appendicectomie. De
nombreux autres facteurs d’environnement font 1’objet de recherches actives. Il s’agit d’agents

infectieux, alimentaires, du stress et de facteurs socio-économiques.

La consommation de tabac a un effet « bénéfique » bien établi sur 1’évolution de la RCH
(Lindberg et al. 1992, Russel et al. 1998). Plusieurs études concordantes ont démontré qu’un
antécédent d’appendicectomie avait un effet “protecteur” vis-a-vis de la RCH en réduisant le
risque d’environ 70%. Cet effet “protecteur” ne s’observe que chez les malades opérés avant
I’age de 20 ans pour une authentique appendicite. (Andersson ef al. 2001). L’effet bénéfique de
I’appendicectomie sur le cours évolutif d’une RCH déja diagnostiquée n’est pas démontré, mais
des observations suggerent qu’une appendicectomie pourrait permettre d’obtenir une
amélioration de 1’évolution dans les formes séveres de RCH résistantes au traitement médical
(Okazaki et al. 2000). Par contre, la réalisation d’une appendicectomie est associée a un risque

de MC (Russel et al. 1997).

Plusieurs agents infectieux ont été incriminés dans la genese des MICI : le virus de la
rougeole, le CMYV, listeria monocytogenes, chlamydia trachomatis, Escherichia. Coli,
Helicobacter pylori, Mycobacterium paratuberculosis, Saccharomyces cerevisiae. Mais le role

de Mycobacterium paratuberculosis et des autres agents pathogenes reste tres discuté.

Les aliments ont également été proposés comme potentiellement impliqués dans la
pathogénie des MICI. 1l a été rapporté que les légumes, les fruits, le poisson, les fibres et les

acide gras ®-3 a longue chaine protégent contre la MC (Amre et al. 2007). Les acides gras
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saturés augmentent 1’activation de NF-xB par Toll-like receptor (TLR), et cette activation est
inhibée par acide gras ®-3 (Lee et al. 2004). Les »-3 acides gras poly-insaturés produisent les
médiateurs anti-inflammatoires comme LTB-5 et Prostaglandine 3 ( Plat ef al. 2005). Ces pistes

n’ont pour I’instant pas été confirmées.

L’hypothese de I’hygiéne permet d’intégrer les facteurs d’environnement aux données
connues de la physiopathologie des MICI. Une amélioration des conditions d’hygi¢ne,
notamment au cours de l’enfance, est souvent mise pour expliquer 1’augmentation de
I’incidence des MICI dans les pays en voie de développement et I’augmentation de I’incidence

des MICI depuis la derniére guerre (Klement et al. 2008).

2.3 Les facteurs immunitaires

Le systéme immunitaire inné représente une défense non spécifique contre les pathogenes.
L’implication d’un déficit immunitaire inné au cours de la MC a été soulignée par
I’identification de NOD2 et TLR comme des genes de susceptibilité de la MC (Lesage et al.
2002, Rosenstiel et al. 2003, Franchimont et al. 2004, Pierik et al. 2006, Torok et al. 2004).
Jusqu’a présent, plus de 11 TLRs, 23 NODs, quelques C-type lectin-like molecules et B-glucan
receptors ont été identifiés. Plus récemment, il a ét€ montré que NOD2 régule I’expression de
certains peptides antimicrobiens dont font partie les défensines et dont 1’expression est
diminuée au cours de la MC, ce qui contribuerait au défaut d’élimination des microbes

(Wehkamp et al. 2005).

Ces anomalies du systéme immunitaire inné sont associées a une rupture de tolérance et
donc a une inflammation intestinale qui va entrainer une activation excessive du systéme
adaptatif qui va étre responsable des Iésions intestinales. Cette réponse immunitaire spécifique
a 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 G et A, différentes sous-populations de lymphocytes T de phénotype
Thl, Th2 ou Th17, et les lymphocytes T/B regulateurs (Xavier et al. 2007). Classiquement, la
MC est considérée comme étant de phénotype Thl, et La RCH comme étant de phénotype Th2.
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Récemment, des études suggerent un chevauchement plus complexe et plus significatif entre
RCH et MC, les deux formes principales de MICI. Une nouvelle lignée de lymphocytes T CD4
au phénotype Th17 a été mise en évidence et impliquée dans la pathogénie des MICI. La
population de Th17 est développée par IL23 et est inhibée par des facteurs des transcriptions
qui sont nécessaires 2 Thl et Th2 (Kastelein et al 2007, Weaver et al. 2007). Enfin, d’autres
types cellulaires que sont les lymphocytes T régulateurs produisant IL-10 et/ou le transforming
growth factor-beta (TGF-B) sont également nécessaires au maintien d’une homéostasie

intestinale chez ’homme.

3. Les traitements

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 1’arsenal
thérapeutique qui était a notre disposition au début des années 1990 se limitait aux
aminosalycilés (locaus et oraux), aux corticoides (locaux et oraux), aux immunosuppresseurs
(azathioprine, 6-mercaptopurine, ciclosporine, méthotrexate), et a la chirurgie. Les progres
dans la connaissance de 1'immunopathogénie des MICI ont ouvert une nouvelle gamme de
traitements ciblés. Dans le cadre "normal" des situations, la muqueuse intestinale est dans un
état de «contrdle» réglementé par un équilibre délicat entre cytokines pro-inflammatoires
(TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8 et IL-12) et anti - inflammatoires (IL-4, IL-10, IL-11 et IL-13). Les
thérapies ciblées en s'opposant aux cytokines pro-inflammatoires et a leurs récepteurs,
permettent en théorie de rétablir "l'équilibre” entre pro-et anti-cytokines inflammatoires,
l'inhibition de la différenciation T helper (Th) 1 et la persistance de I'activation des lymphocytes

T.

Infliximab est le seul agent approuvé par la US Food and Drug Administration (FDA) pour
l'induction et le maintien de la rémission clinique chez les patients porteurs de Crohn modéré a
sévere, et qui ont une réponse inadéquate au traitement conventionnel (Sandborn et al. 2002).
D'autres anti-TNF sont apparus, y compris CDP571, CDP870, etanercept, onercept et

adalimumab. Lymphocyte-endothelial interactions médiées par des molécules d'adhésion
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jouent un role important dans la migration des leucocytes et de recrutement a des sites de
l'inflammation, et de blocage sélectif de ces molécules d'adhésion est une nouvelle et
prometteuse pour traiter le Crohn. D'autres agents sont a I'étude, inhibiteurs de la
différenciation Thl (anti-IL-12, anti-IL-18, anti-interféron-y), inhibiteurs de l'activation des
lymphocytes T (CD40 ligand), thérapie anti-CD4 (cM -T412, MAX.16HS5, F-5), hormone de
croissance, thérapie immunostimulation (filgrastim, sargramostim), et immunomodulateurs
(interférons). Les agents utilisés pour le traitement de la colite ulcéreuse incluent un grand
nombre de ceux mentionnés ci-dessus, ainsi que le daclizumab et le basiliximab (anticorps
anti-IL-2 receptor), visilizumab (un anticorps humanisé dirigé a l'invariant de la chaine CD3 T
cell receptor), repifermin ( un facteur de croissance des kératinocytes) et le facteur de

croissance €pidermique (Peyrin-Biroulet et al. 2008).

IT1. MICI et I’homocystéine

1. Implication de I’homocystéine dans la pathogénie des MICI

1.1 Stress oxydant

L’homocystéine provoque une production des espéces réactives de I’oxygeéne (ROS) et par
conséquent un stress oxydant. De nombreuses études ont mis en évidence le role majeur joué
par les especes réactives de 1’oxygene dans la survenue des 1ésions de la muqueuse colique au

cours des MICI (McKenzie et al. 1996, Kruidenier et al. 2003).

De plus, ’homocystéine sensibilise les cellules au stress oxydant en diminuant
I’expression de nombreuses enzymes anti-oxydantes dont la gluthation peroxydase (GPX) et
I’héme oxygénase-1 (HO-1) (Outinen et al. 1999, Upchurch et al. 1997). Une diminution du
pouvoir anti-oxydant a ainsi €t¢ rapportée chez les sujets atteints de MICI (Koutroubakis et al.

2004, Dincer et al. 2007).
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1.2 Inflammation

Il a été montré in vitro que ’homocystéine pouvait stimuler la production de plusieurs
facteurs pro-inflammatoires tels que MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1), une
chémokine pour les monocytes, et I’interleukine IL-8, une chémokine pour les lymphocytes T
et les neutrophiles, ceci via I’activation du Necrosis Factor kappa B (NF-kB). Par ailleurs,
I’homocystéine est capable de moduler la réponse inflammatoire en régulant la synthése de
molécules d’adhésion comme VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1), ICAM-1
(intercellular adhesion molecule-1) et PAI-1 (plasminogen activator inhibitor-1) (Wang et al.
2002). ’expression de ces 3 molécules étant augmentée chez les patients atteints de MICI
(Jones et al. 1995). L’homocystéine pourrait également provoquer des Iésions de la muqueuse
intestinale par un effet cytotoxique médié par le tumor necrosis factor-o. (TNF-o). En effet,
I’homocystéine induirait une mort cellulaire en augmentant la capacité¢ du TNF-o a détruire les
potentiels membranaires mitochondriaux (Ratter ef al. 1999). L’Hcy induit ainsi une
inflammation sur 1’endothélium microvasculaire d’intestin humain en stimulant I’expression de

VCAM-1, MCP-1 et la phosphorylation de p38 (Danese et al. 2005).

Au total, les Iésions induites par ’homocystéine via une augmentation 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.

1.3 Stress du Réticulum Endoplasmique

Récemment, Danese et al. (2006) ont montré que la néoangiogénése était un phénomene
impliqué dans la pathogénie des MICI. En effet, le taux de VEGF (vascular endothelial growth
factor) est significativement élevé dans des prélévements de muqueuse intestinale de patients
atteints de maladie de Maladies de Crohn (MC) ou de rectocolite hémorragique (Danese ef al.
2006). Etant donné qu’in vitro, on observe une surexpression du VEGF et de la GRP78 (glucose

regulated protein-78) aprés stimulation des cellules par I’homocystéine, un lien entre stress du
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RE (réticulum endoplasmique), VEGF (vascular endothelial growth factor) et homocystéine

est possible au cours des MICI (Roybal et al. 2004).

1.4 Hypométhylation

La méthylation des régions promotrices du génome joue un role majeur dans la régulation
de D’expression des geénes. Une hyperméthylation entraine une répression, alors qu’une

hypométhylation est associée a une activation de genes (Peyrin-Biroulet et al. 2004).

L’homocystéine influence le niveau de méthylation de I’ADN car : 1) la reméthylation de
I’homocystéine produit de la méthionine, le précurseur de la S-adénosylméthionine (SAM), qui
est un donneur de groupes méthyles impliqués dans plus de cent réactions de méthylations dans
notre organisme ; 2) SAH, est un puissant inhibiteur des enzymes responsables de la
méthylation de I’ADN, les méthyltransférases; I’inibition de ces derni¢res par une
hyperhomocystéinemie 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 été¢ rapporté une hyperméthylation spécifique des promoteurs des génes pl6 et
hMLH1 (human mutL homologue 1) dans les tumeurs colorectales (Peyrin-Biroulet ef al. 2004).
Une hypométhylation globale de I’ADN, peut-étre secondaire a une hyperhomocystéinemie par
carence en folates, a été¢ mise en évidence dans les formes séveres de RCH (Gloria et al. 1996).
Ces données pourraient donc expliquer, au moins en partie, le surisque de cancer colorectal
chez les sujets souffrant de MICI. Plus récemment, une hyperméthylation du récepteur a
I’oestrogene a été¢ proposée comme un marqueur du risque de néoplasie colorectale dans la
RCH (Fujii et al. 2005), soulignant I’implication possible d’anomalies épigénétiques dans la

carcinogénese colorectale au cours des MICI.
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2. Les études cliniques d’association de I’ homocystéine avec les MICI

Une hyperhomocystéinemie modérée est fréquente chez les sujets atteints de maladies
inflammatoires chroniques de I’intestin (MICI). Etant donné qu’une hyperhomocystéinemie est
un facteur de risque 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 surisque par une hyperhomocystéinemie. D’aprés des données récentes de la littérature,
I’homocystéine pourrait promouvoir une inflammation muqueuse chronique par le biais d’un
stress oxydant (Robert et al 2005), d’un stress du réticulum endoplasmique (RE), et d’une
activation de facteurs pro-inflammatoires (Danese ef al. 2005). Les anomalies épigénétiques
(méthylation de I’AND) associées a une hyperhomocystéinemie et a une carence en folates
pourraient quant a elles expliquer, au moins en partie, I’augmentation du risque de cancer
colorectal observée chez les malades souffrant de MICI. Dans une étude récente, le niveau
d’homocystéine plasmatique est corrélé a I’activité, au nombre de poussées et a la sévérité et a
la durée de la RCH (Drzewoski et al. 2006). L’ensemble de ces ¢éléments pourrait permettre une

meilleure compréhension de la physiopathologie des MICL.

2.1 Prévalence de I’hyperhomocysténiemie au cours des MICI

En 2001, Papa et al. (2001) rapportaient une hyperhomocystéinemie chez 26,5% des
patients atteints de MICI contre 3,3% chez les sujets sains. Zezos et al. (2005) ont trouvé le
méme résultat. Depuis 1998, onze autre études ont étudié¢ la concentration de 1’homocystéine
plasmatique chez les patiens atteints de MC ou de RCH. Parmi eux, dix études ont retrouvé que
le taux de I’homocystéine est plus élevé chez les patients atteint de MICI que chez les sujets
sains (figure 10). Deux études ont également étudié la concentration de ’homocystéine sur des
prélévements de muqueuse colique chez des sujets atteints de MICI : les taux intra-muqueux
s’averent nettement plus élevés que chez les sujets sains (Morgenstern et al. 2003, Danese et al.
2005), ce qui souligne I’implication possible de I’hyperhomocystéinemie dans la pathogénie

des MICI.
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Homocysteine (pmol/L, Mean + SD or Median [Range])

Reference Case Number (UC/CD) IBD Patients Controls P Value
(45) 61 (29/32) 1224+7.7 10.5+ 4.6 0.045
(47) 68 (37/31) 132178 74+L28 <0.01
(48) 171 (/171) 14.8 (4.1-51) 44-124 ND
(49) 65 (9/56) 8741 6.6 +04 <0.05
(50) 108 (53/55) 159 + 10.3 (UC) and 13.6 + 6.5 (CD) 0.6 +34 <0.05
(54) 231 (89/142) 12.3 (4.6-51.3) 11.1 (3.9-27.6) 0.001
(51) 105 (0/105) 109 £ 5.1 75+ 15 0.0001
(52) 21 (0/21) 13.24 £ 5.53 10.2+3.6 =0.01
(53) 106 (52/54) 10.7 (not reported) ND ND
(46) 64 (39/25) 11.74+ 5.7 78L25 0.001
(5) 174 (91/83) 10.85 (3.25-39.24) 8.99 (4.13-16.16) 0.0001

UC = ulcerative colitis; CD) = Crohn’s discase; ND = not determimed.

Figure 10. Le niveau de I’homocystéinémie chez les sujets atteints de MICI et les sujets sains

(D’aprés Peyrin-Biroulet et al. 2007)

2.2 L’hyperhomocystéinemie et thromboses au cours des MICI

L’homocystéine pourrait favoriser le développement de thromboses par des mécanismes
différents: 1’inhibition de molécules anticoagulantes (Heparin-like glycosaminoglycan,
antithrombine III, protéine C réactive, thrombomoduline) ou une diminution de la fibrinolyse

(Perta-Kajan et al. 2007).

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 (Warren et al. 1949, Bargen et al. 1936, Edwards et al. 1964), mais pourrant
atteindu 39% dans des séries autopsiques (Graef et al. 1966). 1l faut noter que les complications
thromboemboliques observées au cours des MICI sont principalement des thromboses

veineuses profondes et des embolies pulmonaires.

Slot et al. (1995) rapportent le cas d’un patient ayant une Maladie de Crohn, atteinte de
thromboses étendues apreés 1’accouchement avec ischémie du territoire médullaire et
symptomes neurologiques graves. L’HHcy provoquée par le déficit en folate est la cause
principale des thromboses. Récemment, une augmentation du risque d’athérosclérose a été
rapportée chez les patients souffrants de MICI, avec notamment une association significative

entre 1’épaisseur de I’intima/média des artéres carotides communes et le taux d’homocystéine

-39-



Introduction

plasmatique, suggérant une possible implication de I’hyperhomocystéinemie dans la survenue
des thromboses au cours des MICI (Papa et al. 2006). Cependant, dans une étude précédente,
Papa et al. (2001) n’ont pas trouvé de différence de prévalence de I’hyperhomocystéinemie
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. (2000) ont

confirmé cette absence d’association dans une autre série indépendante.

Peu de travaux ont analysé les relations entre les polymorphismes des enzymes du
métabolisme de 1’homocystéine et les complications thromboemboliques dans les MICI. A
notre connaissance, une seule étude a évalué 1’association entre le variant 67777 de la MTHFR
et la survenue d’événements thrombotiques dans les MICI. Dans cette étude, Guedon et al.
(2001) n’ont pas trouv¢ la différence significative de prévalences du variant 6777T entre quatre
populations: un groupe de patients atteints de MICI avec ou sans les complications
thrombotiques, un groupe de témoins indemnes de MICI, avec ou sans les complications
thrombotiques. Les thromboses ont probablement une origine multifactorielle chez les patients
ayant des MICI (Danese et al. 2007). Cattaneo et al. (1997) ont démontré que le risque de
thromboses peut €tre augmenté uniquement si le génotype homozygote 6777T est associé a

I’autres anomalies de la coagulation comme une mutation du facteur V de Leyden.

2.3 Association des déterminants de I’homocystéine avec les MICI

2.3.1 Déterminants nutritionnels

Les patients atteints des MICI prédisposent aux carences nutritionnelles qui peuvent étre
causées par: 1) Réduction des apports alimentaires secondaire a I’anorexie, aux nausées et aux
douleurs abdominales li¢es a la maladie ; 2) La malabsorption secondaire aux résections de
I’iléum (Vasilopoulos et al. 2001) ou aux lésions causées par I’inflammation muqueuse
chronique ; 3) Entéropathie exsudative ; 4) Hypermétabolisme secondaire au processus

inflammatoire, aux complications infectieuses ou encore au stress chirurgical et aux
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complications postopératoires ; 5) L’inhibition d’absorption des folates a cause de la prise

d’aminosalycilés (Halsted et al. 1981).

Plusieurs ¢études ont exploré¢ [I’influence des déterminants nutritionnels de
I’hyperhomocystéinemie chez les patients atteints de MICI. Globalement, une carence en
folates est la principale cause des hyperhomocystéinemies constatées chez les patients atteints
de MICI (Mahmud et al. 1999, Romagnuolo et al. 2001, Koutroubakis et al. 2000, Chowers et
al. 2000, Zezos et al. 2005, Oldenburg et al. 2000, Fernandez-Miranda et al. 2005). C’est ainsi
que certains auteurs ont trouvé que le taux de folates est le seul facteur indépendant

significativement associé a une hyperhomocystéinemie (Papa et al. 2001).

Le lien entre vitamine B12 et homocystéinemie semble moins évident au cours des MICIL.
Des travaux ont mis en évidence la corrélation entre la carence en vitamine B12 et les
hyperhomocysté¢inemies (Mahmood et al. 2005, Romagnuolo et al. 2001, Chowers et al. 2000,
Peyrin-Biroulet et al. 2007, Zezos et al. 2005, Oldenburg et al. 2000, Papa et al. 2002). Ces
résultats n’ont pas été confirmés par des autres auteurs, qui montre malgré une baisse des taux
de vitamine B12 chez les patients atteints des MICI (Mahmud ef al. 1999, Koutroubakis et al.
2000).

Par apport aux folates et a la vitamine B12, I’influence du taux de vitamine B6 et vitamine
B2 sur celui de ’homocystéine dans les MICI serait nulle. A notre connaissance, il n’y a
qu’Oldenbrug et al. (2000) qui ont montré une association significative entre le taux de
vitamine B6 et le taux de I’homocystéine. Dans une autre ¢tude, I’hyperhomocystéinemie a été
trouvée plus fréquemment chez les patients atteints de MICI, mais aucune association
significative n’a été observée entre le taux de vitamine B6 et le taux de homocystéine (Saibeni

et al. 2003).

2.3.2 Déterminants génétiques

Les donnés disponibles concernant la prévalence du variant de la MTHFR restent
discordantes. Deux ¢études réalisées en Europe du Nord montrent une augmentation

significative de la fréquence du génotype homozygote MTHFR 677TT. Muhmud et al. (1999)
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ont été les premiers a retrouver une prévalence accrue de I’hyperhomocystéinémie et du variant
MTHFR 677T dans une série de patients irlandais atteints de MICI: les auteurs montrent que
17,2% de patients atteints de MICI présentant ce génotype contre 7,3% de sujets témoins
(P=0.01).Une étude Danoise a confirmé ces résultats, avec 15,1% de patients atteints de MICI
présentant une homozygotie 67777 contre 8,3% dans la population générale (P<0.01)
(Bjerregaard et al. 2002). Cing études réalisées en Europe de sud (deux en Italie, une en France,
une en Espagne, et une au Portugal) et une série chinoise ne retrouvaient pas de différence
significative pour ce variant (Cattaneo ef al. 1998, Guedon et al. 2001, Vecchi et al. 2000, Chen
et al. 2005 et 2008, Magro et al. 2003).

Ces résultats sont cependant difficilement interprétables car la fréquence des
polymorphismes de la MTHFR varie selon des facteurs géographiques et ethniques. Le faible
effectif ainsi que 1’absence de données sur le statut en folates dans ces études pourraient

¢galement expliquer ces résultats discordants.

Nous avons étudié un autre variant de la MTHFR, le génotype A1298C. Dans cette étude
réalisée en Chine centrale sur 168 patients porteur d’une RCH, il n’existait pas d’association
significative entre le variant 47298C et le risque d’étre atteint d’'une RCH. nous avons retrouvé
un risque de RCH pancolique chez les sujets porteurs des génotypes 677TT et C677T /A1298C
(OR=3,3, 95% C.1.=1,4-7,9, P=0,0084) (Chen ef al. 2008).

Peu d’¢tudes ont porté sur les polymorphismes des autres enzymes du métabolisme de
I’homocystéine. Une seule ¢tude a porté sur 1’association du polymorphisme de la CBS
(864ins68) aux MICI (Papa et al. 2001). Les conclusion sont que la prévalence de la mutation

hétérozygote de CBS était identique chez les patients atteints de MICI et chez les sujets sains.

Cependant, nous avons montré que le variant 466G de la MTRR est plus fréquent chez les
patients frangais atteints de MICI que chez le sujet contrdles (OR=4,0, 95% C.1.=1,7-9,2)
(Peyrin-Biroulet et al. 2006). De plus, nous avons retrouvé trés récemment une association
entre le variant 42756G de la MTR et le risque de développer une RCH dans notre série de
patients chinois (Chen et al. 2008).
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2.3.3 Pharmacogénétique

Parmi les traitements incriminés, les aminosalicylés ont longtemps été considérés comme
une cause potentielle d’hyperhomocystéinemie dans les MICI: on pensait en effet que
I’absorption des folates était inhibée par la sulfasalazine (Halsted et al. 1981). Cependant,
aucune association n’a été observée entre |’utilisation des aminosalycilés et le taux
d’homocystéine plasmatique dans les études les plus récentes (Mahmud et al. 1999, Papa et al.

2001, Koutroubakis et al. 2000).

Les effets du méthotrexate, un antagoniste de I’acide folique, sur ’homocystéinemie
n’avaient jamais été évalués dans les MICI, alors que cette molécule est une cause reconnue
d’hyperhomocystéinémie chez les patients atteints de polyarthrite rhumatoide (Van Ede ef al.
2002). Nous avons démontré que le traitement par méthotrexate ne semble pas influencer le
taux d’homocystéine au cours des MICI (Peyrin-Biroulet et al. 2006). Par ailleurs, les
polymorphismes du géne MTHFR ne semblent pas influencer 1’efficacité du méthotrexate. En
revanche, ils pourraient moduler la toxicité liée a ce traitement. En effet, les effets secondaires
sous méthotrexate seraient plus fréquents chez les individus homozygotes pour 1’allele /1298C

de la MTHFR (Herrlinger et al. 2005).
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1. Quels sont les déterminants de I’hyperhomocystéinémie au cours des MICI ?

Partie I: Etude de populations.

Une hyperhomocystéinémie modérée est fréquente au cours des MICI. Méme si plusieurs
¢tudes ont identifi¢ 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 est analysée indépendamment de celle des facteurs
génétiques. Seuls Papa et al. ont étudié I'influence des facteurs génétiques et nutritionnels sur
une méme population et n’ont pas retrouvé d’influence du variant C677T de la MTHFR sur le
niveau d’homocystéinémie. Cependant, le faible nombre de malades inclus (n=64) ne
permettait de tirer aucune conclusion. Nous avons donc étudi¢ 1’association des
polymorphismes MTRR A66G, MTHFR C677T et A1298C, MTR A2756G, TCN C776G avec le

niveau de I’homocystéine dans une cohorte de patients frangais avec Maladie de Crohn.

2. Les déterminants génétiques du métabolisme de ’homocystéine sont-ils associés au

phénotype et au risque de MICI ? Partie I : Etude de populations.

Globalement, les facteurs génétiques potentiellement impliqués dans la pathogénie de la
RCH restent moins bien connus que ceux de la MC. De plus il existe une situation symétrique
entre la Chine et la France pour la prévalence respective de la MC et de la RCH. Nous avons
donc étudié et comparé 1’association des polymorphismes MTRR A66G, MTHFR C677T et
A1298C, MTR A2756G, TCN C776G avec le phénotype et le risque de RCH et de MC dans
deux cohorte de patients respectivement de la Chine centrale (prédominance des cas de RCH) et

de France (prédominance des cas de MC).
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3. Quelles sont les conséquences d’une carence en groupements méthyles sur le stress
oxydant, ’apoptose et I’inflammation de la muqueuse colique exposée a un facteur
déclenchant? Partie Il : Etude expérimentale de MICI produite par DSS chez le raton

carencé en donneurs de goupements méthyles.

Une hyperhomocytéinemie modérée est fréquente chez les sujets atteints de maladies
inflammatoires chroniques de 1’intestin (MICI). Deux études ont montré que la concentration
en homocystéine est plus élevée sur des prélevements de muqueuse colique chez les sujets
atteint de MICI que chez les sujet sain. D’apres des données de la littérature, I’homocystéine
pourrait promouvoir une inflammation muqueuse chronique par le biais d’un stress oxydant, de
I’induction de I’apoptose, et d’une activation de facteurs pro-inflammatoires. C’est ainsi que
dans une étude récente, le niveau d’homocystéine plasmatique a été corrélé au nombre de
poussées, a la sévérité et a la durée de la maladie, ce qui souligne I’implication possible de

I’hyperhomocystéinémie dans la pathogénie des MICIL.

Nous avons évaluer I’influence des donneurs de méthyle de 1’homocystéine dans la

physiopathologie des MICI chez le raton carencé en groupements méthyles.
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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
été 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'¢tude. La topographie de la maladie a ¢été définie selon la
classification de Montréal (Satsangi et al. 2006). Ces sujets ont ¢t¢ comparés a 248
volontaires sains d'un Centre de Médecine Préventive. Les sujets témoins étaient appariés aux
sujets du groupe MC en fonction de 1'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 1'é¢tude a été approuvé par le Comité Consultatif de Protection des Personnes se
prétant a des Recherches Biomédicales de Nancy, et les sujets inclus dans I'é¢tude ont donné

leur consentement éclairé par écrit.

1.2. Cohorte chinoise

Les patients ¢€ligibles 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 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 l'entrée dans 1'étude. La topographie de la
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maladie a été définie selon la classification de Montréal (Satsangi et al. 2006). Ces 168
patients 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 1'age et du
sexe ; ils ne présentaient aucun symptome évoquant 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 1'étude ont donné leur consentement éclairé par écrit, conformément a

la déclaration d’Helsinki.

2. Méthodes de dosage et de génotypage de ' ADN

Les prélevements sanguins ont été collectés a jeun dans des tubes EDTA et apres
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 & 7 nmol/L, selon les critéres de I'OMS. 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 ¢ét¢ 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 technique RFLP ou par PCR en temps réel selon les protocoles

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

3. Analyses statistiques

Les variables qualitatives nominales sont exprimées sous forme de nombre de cas et de
pourcentages avec ’intervalle de confiance a 95 %, et les variables continues sous forme de

moyenne + écart-type ou de médiane avec les 25¢mes et 75¢mes centiles. Pour les variables
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nominales, un test de chi2 avec 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 a 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 '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 l'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).

4. Fiches techniques
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Fiche Technique No 1
Extraction de ’ADN génomique du sang

Kit commercial Bac Nucleon® !

Lyse des Globules Rouges

Pipeter 7-10 mL de sang total dans un tube Eppendorf® >
Rajouter 4 volumes de réactif A pour 1 volume de sang
M¢langer 4 minutes a température ambiante

Centrifuger 5 minutes a 2800 rpm

Rejeter le surnageant

Ajouter 1 mL de réactif A

Mettre dans la glace 5 minutes

Centrifuger 5 min a 2800 rpm

Rejeter le surnageant

Garder le culot

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

Vortexer jusqu'a dissocier le culot

Rajouter 500 uL de perchlorate '

Agiter par retournement 7 fois

Elimination des Protéines

Rajouter 2 mL de chloroforme *

Agiter par retournement 7 fois

Rajouter 250 uL de résine '

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 Eppendorf® *
Eluer I’ ADN avec 100 pL de tampon Tris '

Agiter

Matériels et méthodes

' Kit Nucleon BacO 3®. Ref .RPN8512 Amersham-Pharmacia-Biotch. Parc technologique, tue René Razel 91898 Orsay Cedex

France

? Eppendorf -52-
3 Sigma Ref C-2432

4. RP Normapur™ Prolabo Ref 20821321



MTHFR C677T et A1298C

Fiche Technique No 2

Matériels et méthodes

meéthylénetétrahydrofolate 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 fluorescentes *
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/pl
Amorce anti-sens C677T 0.5 0.2uM
4picoM/pl
Amorce sens MTHFR A1298C 0.5 de SF 0.2uM
4picoM/pl
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 H20
Probe Red MTHFRI1 8 picoM/pl 0.5de 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/pl 0.5de SM
LC Red705 SM=2+23 ou 4+46ul H20 0.4uM
Kit LC hybridization probe 1 de SM

SM=60ul deb dans a

Déposer 8l de mix dans chaque capillaire et ajouter ensuite 2pl de DNA(concentration comprise entre

50et 100ng /analyse).
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Programme d’amplification PCR ¢ (F2/F3)

Matériels et méthodes

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 CC 63°C
homozygote muté TT 55°C

Lecture en F3
MTHFR A1298C

hétérozygote

homozygote sauvage
homozygote muté
hétérozygote

CT 55°C+64°C

AA 63°C
CC 60°C
AC 61°C

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

Germany.

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

* LC capillaries 20ul. Réf. 11909339. Roche Diagnostics, BP 59 38242 Meylan Cedex, France.

> LC Fast Start Hyb Pr. Réf. 12239272, Roche Diagnostics, BP 59 38242 Meylan Cedex, France.
® Light Cylcler®. Roche Diagnostics, BP 59 38242 Meylan Cedex, France.
7 Calibration tous les 6 mois par le kit Color Compensation Set Réf. 2158850. Roche Diagnostics, BP 59 38242 Meylan Cedex, France.

Technique en Light Cycler®, modifiée de Nakamura et al., 2002.
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Programme d’amplification PCR ¢ (F2/F3)

Matériels et méthodes

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 CC 63°C
homozygote muté TT 55°C

Lecture en F3
MTHFR A1298C

hétérozygote

homozygote sauvage
homozygote muté
hétérozygote

CT 55°C+64°C

AA 63°C
CC 60°C
AC 61°C

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

Germany.

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

* LC capillaries 20ul. Réf. 11909339. Roche Diagnostics, BP 59 38242 Meylan Cedex, France.

> LC Fast Start Hyb Pr. Réf. 12239272, Roche Diagnostics, BP 59 38242 Meylan Cedex, France.
® Light Cylcler®. Roche Diagnostics, BP 59 38242 Meylan Cedex, France.
7 Calibration tous les 6 mois par le kit Color Compensation Set Réf. 2158850. Roche Diagnostics, BP 59 38242 Meylan Cedex, France.

Technique en Light Cycler®, modifiée de Nakamura et al., 2002.
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Amorces '
sens MTR1
antisens MTR2

Sondes fluorescentes

Fiche Technique No 3

MTR A2756G

Methionine Synthase
Technique en Light Cycler®

=5 TATGGCTATCTTGCATTTTCA G 3°
=5 TTTACACTCCTCAAAACCATT 3’

Matériels et méthodes

Tm=60°C Tm=58°C
Tm = 56°C

Probe Flu = 5’AGACTCATAATGGCCCTGTCTATAT 3’ Tm=72°C Tm=85°C
Probe Red = 5’TCATATTCTTCCATGATTTCCTCAAAGTATTCATCCT3* Tm=98°C
ul/tube Concentration finale X
(Nb de capillaires * + 1)
H,0" 3.2
MgCl, ° (25mM) 0.8 2mM
Amorce sens (5uM) 1 0.5uM
Amorce antisens  (5pM) 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 2pul 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
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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.

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

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

* LC capillaries 20ul. Réf. 11909339. Roche Diagnostics, BP 59 38242 Meylan Cedex, France.

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

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

Technique en Light Cycler® 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 MTRRI = 5" GCAAAGGCCATCGCAGAAGACAT 3’ Tm = 72°C.
antisens MTRR2 = 5 ‘GTGAAGATCTGCAGAAAATCCATGTA 3’ Tm = 70°C

Préparation de la PCR

ul Concentration finale
DNA 250 ng/pl 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 antisens MTRR2 10uM 4 0.8 uM
Hot Start TagDNA 5U/pl 0.4 2U
H,0" 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
Electrophorése
Dépot de 10 pl sur gel d'agarose ®42%  migration ’ : 130 V * pendant 1h.
Préparation de la digestion ’
ul
Produit de PCR 8
H,0" 8
Tampon Enzyme 2
Enzyme de restriction '° Ndel 5U/ul 2

Incubation a 37°C. pendant 4h.
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Electrophorése

Dépdt de 20 ul sur gel de polyacrylamide ' a 8%
Migration'> 100 V * pendant 1h. dans TBE " 1X

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.. Prendre 12.5uL de chaque solution et ajouter 950 uL de H,O milliQ Sigma
Aldrich BP 701, 38297 St Quentin Fallavier Cedex, France

* préparée au CHU Brabois

5 thermocycleur : PCR System 2400, Perkin Elmer, Applied Biosystems ; ZAC Paris Nord II, 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-Cell® GT Agarose Gel. BioRad, Life Science Group, Hercules California 94547, USA

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

° Bain Marie: Lauda E 100

10 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)

'2 Cuves : Mini Proton ® 3. Electrophoresis Cell. BioRad, Life Science Group, Hercules California 94547, USA

" Eurobio. 91953 Les Ulis, France

' UVP Dual Intensity Transilluminator

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

Technique mise au point au laboratoire
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Fiche Technique No 5

TC II Transcobalamine
TCN C776G - Codon 259

Amorces !

sens CAS CTCATGACTTCCCCCATGCC
sens SIS = CTCATGACTTCCCCCATGCG
antisens ERGE = TGCCAGACAGTCTGGGAAGA

Préparation de la PCR

Tm =64 °C.
Tm =64 °C.
Tm=62°C.

pl Concentration finale
DNA 250 ng/pl 1 250 ng
Tampon PCR 10X * 5 1X
MgCl, 50 mM * 2 2 mM
dNTP 1.25 mM° 8 0.2 mM
Amorce sens CAS ou SIS 10uM 0.75 0.2 uM
Amorce antisens ERGE 10uM 0.75 0.2 uM
TaqDNA 5 U/l * 0.25 125U
H,0* 32.25
QSP 50 pul
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'agarose ® 4 1.5 % + 3 pl de gel loading solution ’

Migration ® : 130 V ° pendant 1h.dans TBE '’ 1X
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Résultats "2

Taille attendue du fragment : 177 pb.

primer SWT primer SM
homozygote Proline - sauvage 1 bande -
homozygote Arginine - muté - 1 bande
hétérozygote Proline / Arginine 1 bande 1 bande

' Synthétisées dans le Secteur Commun de Biologie Moléculaire CHU Brabois

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

* Réf. ANTP100mM : mélange dATP, dCTP, dGTP, et dTTP. Prendre 12.5uL de chaque solution et ajouter 950 uL de H,O milliQ Sigma
Aldrich BP 701, 38297 St Quentin Fallavier Cedex, France

* préparée au CHU Brabois

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

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

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

° Generateur: PowerPac™ . BioRad, Life Science Group, Hercules California 94547, USA

' Eurobio. 91953 Les Ulis, France

' UVP Dual Intensity Transilluminator

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

Polymorphisme mis en évidence a I’unité INSERM U-724 (Namour F et al., 1998)
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1. Déterminants génétiques et nutritionnels du métabolisme des donneurs de méthyle et

de I’hyperhomocystéinémie dans la cohorte de MICI de I’Est de la France.

Nous avons tout d’abord confirmé que les taux d’homocystéine plasmatique étaient
significativement plus élevés dans le groupe MC que dans le groupe témoin (respectivement
11,8 (4,05-30,61) et 10,4 (5,5-21,6) umol/L, P=0,0004). En outre, un nombre plus élevé de
patients (24 %) présentait une hyperhomocystéinémie modérée (>15 pmol/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=0036.

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) (4m J Gastroenterol. Tableau 1). 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 cbélon). 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 variant MTHFR 677
TT était le seul déterminant génétique qui était associé de manicre significative a une valeur
t-Hey 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 (Adm J Gastroenterol. Tableau 1). Le taux de t-Hcy plasmatique était
plus ¢élevé chez les sujets MC porteurs du génotype MTR 275644, mais la différence n'était pas
statistiquement significative (P=0,0910).

Les taux de vitamine B12 et de folates étaient corrélés de manicre significative a celui de

I’homocystéine plasmatique en analyse univariée (Am J Gastroenterol .Figure2). L'age, les
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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'il¢ite (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 variant MTHFR
677 TT étaient les deux seuls facteurs prédictifs indépendants d’une hyperhomocystéinémie >

15 umol/L (4m J Gastroenterol. Tableau 2).

Les fréquences alléliques des polymorphismes des genes MTHFR, MTR, et TCN n’étaient
pas statistiquement différentes entre les sujets témoins et les patients avec une MC. En revanche,
la fréquence de 1'alléle 4 pour génotype MTRR était 1,34 fois plus €levée chez les sujets MC par
rapport aux sujets témoins (Am J Gastroenterol. Tableau 3). Nous sommes parvenus a la méme
conclusion en prenant en compte non plus les fréquences alléliques mais les fréquences
génotypiques, avec le génotype MTRR 66AA qui était 3 fois plus fréquent chez les patients MC
que chez les témoins (P=0,0009) (Am J Gastroenterol. Tableau 3).

L'association des polymorphismes des génes codant pour des enzymes impliquées dans le
métabolisme de I'homocystéine avec le risque de MC a ensuite été évaluée par régression
multiple utilisant un modéle 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 génotype MTRR AA, avec un odds ratio pour le risque de MC a 3,77 (IC a
95% :1,22-11,65) (Am J Gastroenterol. Tableau 4).

2. Association du métabolisme des donneurs de méthyles et de la SOD dans la maladie de

Crohn : étude de 1a cohorte de I’Est de 1a France.
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Nous avons ¢étudié l'association des polymorphismes des enzymes impliquées dans le
métabolisme de 'homocystéine avec le stress oxydant et I’activité de la maladie. Dans cette
¢tude, le stress oxydant était mesuré par 1’activité de la superoxyde dismutase (SOD) et
I’activité de la maladie par CDAI (Clinical Disease Activity Index). L activité¢ de la SOD ¢était
significativement plus ¢élevée chez les patients avec une MC porteurs du génotype MTRR AA
que chez ceux de génotype GG (Adm J Gastroenterol. Figure3), contrairement aux
polymorphismes des génes MTHFR, MTR, MTRR et TCN qui n’étaient pas associés a I’activité
de la SOD (données non présentées). Une association significative entre 1’activité de la maladie
(répartie en quartiles selon le score CDAI) et le taux de SOD a été retrouvée chez les patients
avec le génotype MTRR AA (P=0,0124) (Am J Gastroenterol. Figure3), mais pas chez ceux
avec un génotype AG ou GG.

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 la
SOD chez les patients avec une MC. Il existait une corrélation inverse statistiquement
significative (P=0,0276) 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) (4m J Gastroenterol. Figure 3).En revanche, 'activité de la SOD
n’avait aucune influence sur la corrélation entre homocystéinémie et taux de folates chez les

sujets avec une MC.

3. Les déterminants génétiques du métabolisme des moniocarbones : association au

risque de rectocolite hémorragique en Chine Centrale.

Nous avons dans un premier temps étudié ’association entre les polymorphismes
génétiques des enzymes impliquées dans le métabolisme de I’homocystéine et le risque de RCH.
Dans une premiere étude réalisée sur 72 patients porteurs d’'une RCH, nous avons montré qu’il
existe un risque accru d’atteinte pancolique chez les sujets porteurs des génotypes 67777 et
C677T/A1298C, avec un Odds ratio a 4,92 (intervalle de confiance a 95%:1,3-18,3, p=0,017)
(Gut Tableaul). Nous avons ensuite étudié la relation entre les polymorphismes génétiques et
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les caractéristiques cliniques des 168 patients chinois avec une RCH. Les fréquences
génotypiques et alléliques pour les polymorphismes des geénes MTHFR, MTRR et TCN
n’étaient pas statistiquement différentes entre les sujets témoins et les patients avec une RCH.
En revanche, les génotypes MTR2756 AG/GG étaient significativement plus fréquents chez les
patients avec une RCH que chez les sujets controles (respectivement 26,3 et 16,5 %, P=0,0212).
La méme observation ¢€tait faite en prenant cette fois-ci en compte les fréquences alléliques ;
I’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). En régression multiple dans
un modele incluant 1’age, le sexe et les différents polymorphismes génétiques MTHFR, MTR,
MTRR et TCN, et en ne retenant dans I’analyse résiduelle que les variables avec un P < 0,1, le
seul facteur génétique indépendamment associ¢ au risque de RCH était 1’allele G pour le
génotype MTR, avec un odds ratio a 1,8 (IC a 95 %: 1,09-2,99) (BMC medical genetics.
Tableau2)

Nous avons ensuite étudié 1’association a 1’age de survenue et a la sévérité de la
maladie. En analyse univariée, aucun des polymorphismes n’était associ¢ a 1’age de diagnostic
de la maladie. Alors que les polymorphismes des génes MTR, MTRR et 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 génotype MTHFR 677TT était 2,7 fois plus fréquent chez les
patients avec une forme pancolique de RCH que chez ceux avec forme distale de RCH
(respectivement 27,3 et 10,5 %, P=0,0123) (BMC medical genetics. Tableau 2). En prenant en
compte les génotypes MTHFR 677TT et MTHFR 1298AC non plus de manicre isolée mais de
fagon combinée (génotype MTHFR 677TT et hétérozygotes composites MTHFR 677CT/
12984C), 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 mode¢le incluant 1’age, le sexe, les traitements et les
différents polymorphismes génétiques, les seuls facteurs indépendants prédictifs du risque
d’atteinte pancolique étaient les génotypes MTHFR677TT (odds ratio=5,9 et P=0,073) et
MTHFRI12984AC (odds ratio=3,09 et P=0,0386).

- 66 -



Poee TEANW (e 30

Gut g Modhule 8

Gt 2005 000 1

25206 105218

Table 1 ﬁﬂmmﬂmmmm
MTHFR] and ransmbalamin pul,mg:l.m in 72 pofients. et
Lﬂhllﬂnﬂlllmﬂmﬂ i il

Ulcarating
ol Comirals p Vs
m n 11a
San (F ) AT 5840 QL
E (500 4115 40 (13 OLgaTs
Ayga of ol (y] (meos (S0 384
Cummnl anckar (m (.4
Estant of UC fm (1]
Hacim 40 [554)
Laf? clits 15 (208
Fight eden 1140
Tl el T (234
T osbrrmarst [ {51
5 (T4
Srar e 15 (20
v Y 13 (18]
Inmdfirel et (s (L1 1(1.4
Gralic
HI‘M el cg [Fa3aa7 910 [alr.
MTHFR &77TT W0 (1A ﬁgﬂ 21 (1aF [1es fal Fya
MIMFER 1208 C alda 18 (141) A (185 13- OeE?
MTHFR 677 CTe 1298 AC E ]| 1 17 (15.3) [#.5- QLOFSS
MTHFR &7 T1/CTe 1298 AL L] ﬂl.%[nl_lﬂln] 3 mfg&vﬂ] QLOAS?
T 774 5 allda & (A3 [534-TF2]) 138 (400 [S34- [alTyn
T b GGG o (85T [Fa-a4] %Am_a—ua] [alrra ]
Tt e L wostarclard LIC
WATHER AFFTTCT/ 1208 AC F AT [ A 4] FlA0) 43287 00i42

Genotypes 477 TT and

SFFCT: 1298AC of

meth trah e
Jﬂt“,d:!':':'ﬂ msm with the
severity of ulcerative colifis in
central China

‘Incrensed blood levels of homooysieme have
been formd o be 2msocaded with inflamma.
iory bowel disessed (IBED) in sewral sim-
dies’* The main gensiic determinant
Emsociated with elevated phoma levels of
homocpsteine (t-Hiops) is the MTHFE 6770=x
T gme polymamphion of mathylenstetrahy-
drofolyie meducase, a  odiical  enzyme
imolved i the remethyation pathway of

' An assodation of the MTHFR
77T allde with ED has been reported in
morthern Eumpe'* but not in three other
series from laly and France'” Double
heteorygodty MIHFRE S77CT+I90AC ako
produce redueed smyme  activity  and
increamed t-Heys, but fis associstion with
EBD has never been sindied Simdlardy, the
associytion of TBED with éneerobrkoeds [ T00 1
76 C=eii), 3 gemetic determinant that infhu-
enes iramsmbalamin levels and Hops, is
not Imown. Transmbalymin i the prodein
that promaoies intetinal transoytoss and cdl
delivery of viamin B12, the cofacior of the
methiomine synthase dependent remethyla-
tion pathway.*

In this sidy we have evaluaed the
amsociation of wleerative colitis (UC) with
MIHFE &TTC=+T, MTHFR 1I98d=s, amd
TONE 776 C=aili 0 & series of 72 patdents from
ceniral China who gave inbrmed mmseni.
This series was oompared with 111 age and
sex maiched contmls. The resesrch protocol
was approved by the loml appodmied commit-
ftee. Extraction of DNA and determination of
polymorphisms wene performed 25 desoribed

previously by us" * A cniinuity comected
test and an ANOVA test were nsed, nepece
tively, to 2etes differenoes in ategorical and
antinnoe variahles hetwesn gronps. Odds
raties of independeni @iegonical variahles
that differed significanily betwesn

The main dinial dharacteristics are sum-
marised in table 1. Most of the caces were
receniy disgnoesd . Mone had any thrambatic
manifeiziions. TENI 776 & allele frequency
was approcimately 1 %-fold higher
with Canasians, and we filed o find any
association with the risk of UL or severity of
disease. MTHFE 6777 allde frequency in owr
amiral group was dose to that reported in
South Furope and much higher than that of
North Ewope There wax mo  significant
assocation of the MUHFR &77 TT or &77T
all=ls with the risk of UL, By comparnison, this
amsnclation was dgnifiant i two UC semies
of 52 and 91 cases, respectivey, from the UK
and Demmark, two counires with 2 lower
MIHFE 77T allde frequency, but mot in
other series from Italy and Franee wherne
allels frequency was comparable with that
aohtearved in owr population Thess discrepant
mesulis could theredome be reladed, ai leasiin
part, o athnic wriatons m &7 T allde
frequency, as previosly observed with
Dovwm syndrome, s pina bifida, and ardiovas.
alar diseses.™ In onirast, we found a
significant assodation with age at onset
Onse in &777 allkele arriers ooumed Lter
than that of mon-camrew, with respective
mean ages of 424 [157) and ¥5.4 [138)
[p = 00487 .

{ur results were different when the two
EFAIT amd GTICT+IZ9EAD  genotypes of
MIHFR were considered togethes, that ame
spond to decrensed mtalytic acivity. Firstly,
ithe difference in frequency betwesn padienis

Toples: ;17718
1

and comirals was at the limdt of Sgnificance
and this could berelated to the limited iz of
our patient series (table 1) Secondly, thess
Fenoiypes werne assodated with an inoreased
misk of extensive UC (whole alony (fble 1),
with an odds ratio of 492 (95% confidence
interval 13-183; p=0017), afer adpust-
ment for age and s=x

In conchisgon, our study showed that the
genotypes of MIFHE assodased with a
decrease in enzyme activity, seemed to be
meore signifiantly associated with extension
of disease than with the primary risk, at least
in eentnl China.

R M Rodriguez-Gueant, M Bgard, L Gueant
ISR 00 s D peivraird o Huipasher
Gailfourlrelagy, Madosl ard Unvaaily
HMapal Canta, Universty of Mansy, Moy, Franss

b Oy H Gusend, IMEERM-0014
e el
chir eyl

duoi: ]ﬂ.]]Wﬂumm

Conflict of inimat: Mers dadomd.

References
1 iebmed M, Mollsy &, Mcforlin |, o al
[ | of

o et of Wl Al A | Cle Wuir
A0 T4 P2l

10 Gudlent Gt Aruls G, o
d.mtmdﬁniui.duﬂn“admﬁ'
Bl2 bedims - a ey in mairal

e quijrl com



BIMIC Medical Genetics

Reszarch article

()

BiolMed Centd

Open Access

Methionine synthase A2756G polymorphism may predict ulcerative
colitis and methylenetetrahydrofolate reductase C677T pancolitis, in

Central China

Min Chent!2, Laurent Peyrin-Biroulet?!-3, Bing XiatZ, Rosa-Maria Guéant-
Rodriguez!, Jean-Pierre Bronowicki'?, Marc-André Bigard'-? and Jean-

Louis Guéant*!-3

Addres: inserm, U724, Laboratory of Cefhelar and Molecular Pathology in Nutrition, Faolty of Medicne, Nanop-Unfversite, Mancy- Yandoeunre,
France, "epartmient of Castroemerology, Thomgnan Hospital and Ressarch Center of Digestive diseases, Wiohan University Schoal of Medicne,

Wuhan, PR (hina and *Depantment of Hepan-Castmentembogy, University Hospital of Nancy, Nanoy- Yandoewre, Fance
Email: Min Chen - chenmin&1 06 Eyahoo.com.m; Laarent Peyrin-Birouwlet - peyrin-hiroulst gmetoonemier.com;

Hing Xia - hingia 2004 @yahoo.com.m; Rosa-Maria Cogant-Rodriguer - mo.modrigoesigicho-nanoy. f; Jean-

Pierre Bronowicki - jp_brosowicki@chu-nancy. fr; Marc-Andre Bigard - mabigard@chu-nanoy fr; fean-Lowis Ci#ant® - Jean-

Louis {Cueantifmedecine nhp-nancy fr
* Comeponding author  § Equal contributons

Publishad: 13 Auguse 2008 Racaived: 14 Aupuse 2007
BMC Medicol Genetics 2008, #78  dor 0.1 1B&/1471.2350.9.70 Accaptad 13 Angnt: 00
This article s avallabla fromr bapliwes biomadoentral.oomf | 47 |- 2350978

2 2008 Cheni &t ak; cersaa BloMad Contral Led,
This s an Oipan Acoess artide distributed under the terms of the Cretive Commons Anribution Licensa (g

mmmmmmwrmmqmmwhmmamm S

Abstract

Background: The aszociation of genatic polymorphiems related to memboliem of homocysteine
with Inflammatory bowel diceaze has been evidenced in Crohn diseaze and remains an open
gquestion in ulceradve colits. VWe evaluated the assocladgon of the polymorphitsme of MTHFR, MTR,
MTRR and TCMN2 genes with uloerative colitis in Central China.

Methods: |68 patients were genotyped for these polymorphisms and compared to 219 matched
control.

Results: Methionine synthoze 27565 allele frequency was higher In ulcerative colitis than In controls
OIS (95% C.L O 10009 ve 0UD9 (95% C.L 0LOT — LI 2), (P =0.0137) and predicted ulcerative colits
rizk: In logistc regression, with an Odds ratio at | 8 (955 C.1 1.15-1.84). Methylenetetrafydrofiolate
reductase 6777 T genotype was 1.7-fold more prevalent in Individuaks with pancolits than in those
with left colitis or proctits, with respective percentzpes of 27.3 (95% CLI6.4-42.0) and 10.5 (35%
Cl 63-17.1) (P = 0.0123). The carrage of 677TT or &T7CTVI298AC genotypes of
methylenatetrafrydrofolate reductase was more frequent in cases with pancoditic than in subjects with
left colite or procttis (P = 0.0048), with an Odds rado adjusted by age and sexcat 3.3 (95% CL 1.4
7.9), P = 0.0084) in loglstc regression.

Conclusion: Methionine gynthase and methylenetetrafydrofodate reductoze are genes of viamin BI2
and folate cellular membolism ascoclated respectively with risk and exxent of ulcerative colits, at

least In Central China. Thiz finding may open new insighits, partcularty for the potential Interest In
treating patients carrying the 677TT MTHFR genetc trait and a deficic In folate.
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Background

Homocysteine is a key metabolite of the one carbone
metabolism, at the aoss point between the remethylation
pathway that produces methionine and the transulfura-
tiom pathway that produces cysteine [1]. Plasma homo-
cysteine [t-Hoys) is influenced by genetic polymorphisms
of the key enzymes of the remethylation pathway, methy-
enetetrafpdrofolate reductase (MTHFR Ca77T) [2.3], methio-
nine synthase [MTR AZ7560) 4] and methionine synthess
reductass (MTRR AG6C) [5]. MTHFR catalyses the synthe-
sis of methyletetrahydrofolate, the methyl donor of
homocysteine and MTR and MTRR are the two key
enzymes of the synthesis of methionine by remethylation
of homocysteine. The Co77T genetic polymorphism in
the MTHFR gent is found to be associated with a thermo-
labile wariant envyme that shows a reduced activity [2]. A
genetic polymorphism in the manscobalamin gene (TCMN2
C7rel) is another gemetic trait that may influence the
vitamin B12 cellular delivery and consequently, homo-
cysteine metabolism [6]. Transcobalamin is a spedfic
plasma transporter of cobalamin (vitamin B12) and facil-
itates the cellular uptake of the vitamin by receptor-medi-
ated endocytosis [6]-

Hyperhomocysteinemia is recognized as a risk factor for
both venous and arterial thrombosis in the general popu-
lation [7,8]. In this regard, penetic determinanis of homo-
cysteine metabolism have received increasing attention
over the past decade as potential contributors o the
greater risk of thrombosis in inflammatory bowel disease
[IRDY) subjects [9]. Homocysteine has also a crudal role in
cellular stress, epigenetic events, inflammatory processes
and host-microbial interactions. Hyperhomocysteinemia
might therefore influence the clinical history of 1BD,
induding disease severity |9]. Mahmud and colleagues
were the first to report a higher prevalence of MTHFR
G77T allele in IRD patients, compared to controls |10].
Mevwertheless 2 number of subsequent studies have pro-
duced comflicting results, possibly related with complex
interactions between environmental and genetic factors
|11-17]. Ethnic and geographical variations in the distri-
bution and phenotypic influence of MTHFR variants may
explain, at least in part, discrepancies between case con-
trol studies on the association between MTHFR polymor-
phism and IBD [18,19). Polymorphisms of other
homocysteine metabolism-related enzymes may also con-
tribute to the link between homocysteine metabolism and
IR} patients. The influence of MTHFR, MTR. MTRRE and
TCM2 polymorphisms on the primary and secondary risk
of ulcerative colitis have never been evaluated in a same
sample population. Most of the case-control studies have
evaluated Caucasian populations from Morth America
and Furope, where the prevalence of Crohn disease is pre-
dominant, in contrast with populations from Asia, where
UC is the most frequent form of IBD. In contrast to
MTHFR 677T allele, the G allele frequency of TCN2 poly-
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morphism is dramatically higher in Central China, com-
pared with that reponed in Cawcasian populations
[16,18,19].

The aim of this sindy was therefore to evaluate the influ-
ence of penetic determinants of homocoysteine metabo-
lism, MTHFR, MTR, MTRR and TCN2 with the primary
risk and the dinical manifestations of UC, in a case con-
trol study of a sample population from Central China.

Methods

Study subjects

Eligible patienis were males or fernales with established
ulcerative colitis LIC. 168 patients who were Tecruited
from ome single depanment {Department of Castroenter-
ology and Reseach center of Digestive diseases, Zhongnan
Hospital of Wuhan University, Wuhan, province of
Hube«i, RP China) were prospectively enrolled in a case-
controd  study, during a Z-years period. Information
regarding concomitant medications was collected at study
entry. Extent of UC was defined according to Montreal
(Classification [20]. The term *Pancolitis™ means "ulcera-
tive colitis that involves the entire colon.” The LIC subjects
were compared to 219 healthy volunteers from a blood
donor Center of Wuhan, who presented without anemia,
abdominal pain, inflammation, diarrhea nor blood in the
stools. The controls were exiracted from a larger cohort
and were matched for ape and sex with UC patients. All
individuals belonged to Han ethnidty and originated
from the Hubei province, in Central China This study was
approved by the local ethic commitiee, and the subjects
included pave informed consent, according to the Hel-
sinki declaration.

Aszsays and DNA genotyping procedures

Fasting venous blood was collected in EDTA-containing
tubes, immediately centrifuged, and stored at -20*C unitil
anakysis. DMA was isolated from a lymphooyte-enriched
fraction of whole blood with NUCLEON BACCI for
extraction of genomic DMA kit (Amersham Pharmada
Biotech, Milan, Italy). The procedures for detecting the
C&77T and A1298C polymorphisms of MTHFR, as well as
the A27560 MTR and the AGEC MTRR polymorphisms,
were based on polymerase chain reaction (PCR) amplifi-
cation, restriction cleavage and separation of the DMA
fragments by 150 non denaturant polyaoylamide gel
electrophoresis  (SD5-PACE), as previously descibed
[18,19]. Genotyping of the TCN2 C776C polymorphism
wis performed by the amplification-refractory mutation
system, as described recently by us [6]. DMNA samples cor-
responding to amplified DMA of the MTHFR, MTR and
MTRR penotypes were sequenced and subsequently used
as controls in all series of penotype determination. Five 3
of the samples were re-penotyped to check for genotype
calling consistency, with a penotyping success rate higher
than 98%.
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Stotisticol anafysis

The tested a prion’ hypotheses were the association of the
penetic determinants of homooysteine metabolism with
the primary risk and the dinical characteristics of the dis-
ease, respectively. Categorical variables were reported as
counts, percemtages and 95% confidence interval, and
contimuous variables as means + 50 For categorical vari-
ables, continuity-corrected chi-square test or exant Fisher
test (when variables were siratified in function of dinical
characteristics] were used to assess differences. For contin-
uous varables, a Mann-Whitney Ll-test was employed.
The significance, odds ratios (OR) and 95% confidence
interval of independent determinants regarding the risk of
IBI} weere determined by logistic regression analysis using
a model that induded age, sex and the genetic and dinical
variables. The residual model of logistic regression mult-
variate analysis considered only the variables with P-value
= .10 in the univariate analysis. The minimal size of our
sample was estimated at 150 patients, with a study power
1-f = 0.8 and o = 0.05, assuming a 1.5-fold difference in
the less frequent alleles between controls and patients. P-
value lower than 0.05 indicated statistical significance and
Bonferroni correction for multiple testing was used as
described previously, when several dependent or inde-
pendent statistical tests were being performed simultane-
ously [18]. (Data were prospedively collected and
analyzed using the Statview 5 software for Windows (SAS
Institute, Berkley, Califomia, 1ISA) and the 3PS 1000 soft-
ware for Windows (SP55, Paris, France). HWE was tested
using the chi-square two-tailed caloulation of Knud Chris-
tensen, population penetics, www. lursus kvl dk.

Results

Clinical charocteristics of UC patlents

There were no sipnificant difference in sex ratio between
controds and LIC patients, with respectively 3896 and 429
of females (P = 0.3660); the age was respectively 41 + 15
and 41 + 12 years (= 0.7428). The age onsei was 38 + 15,
without difference among gender. The main dinical char-
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acteristic of the UC patients are summarized in table 1. A
quarter presented with an extensive form of colitis and
about 57% with lesions limited to rectum andfor sig-
moid. Mone of the cases presented with a reported throm-
boembolic episode.

Comparison of the genetic charocteristics of U'C patients

and controls

There was no linkage desequilibrium among different
penotypes. The genotype of MTHFR Cer7T, ATZ98C,
MTR, MTRR, and TCN could be determined in respec-
tively 215, 213, 218, 219, 216 of the 219 DNA samples
from controls and in respectively 168, 160, 156, 164, 146
of the 168 DMA samples from UC cases. The penotype dis-
tributions of MTHFR, MTR, MTRR, and TCN polymor-
phisms of patients were in Hardy-Weinberg equilibrium
[P-values of two tailed chi-square 0.5071, 0.8231, 0.3055,
0.7184, 0.4237, respectively) and were not influenced by
pender {data not shown). MTHFR 77T and 1295C alleles
were in complete disequlibrium, as previously reported in
other populations [3].

The genotype distributions of MTHFR, MTRR and TCN
polymorphisms did not differ between controls and LIC
patients (table 2}. The same observation was made for
allele frequencies (table 2). In contrast, the camiers of
MTR 2756AG/C0 genotypes were more frequent in LIC
than in the control group, with respective percentapes of
26.3 (9506 C.1. 20.0-33.7) and 165 (12.2-22.0) (P =
0.0212). The same cbservation was made with the MTR
27560 allele frequency, with a difference even more sig-
nificant (table 2). In logistic regression, carmiage of MTR
27560 allele was an independent predictor of LIC, with an
Odds ratio estimated at 1.8 (table 2).

Association of genetic polymorphisms with climical
characteristies of UC patients

We next examined the assodation of polymorphisms of
homocysteine metabolism-related enzymes with the din-

Tabla I: Catagorical dinical characteristics of the 168 patiants with ulcerative colitis.

Maka zax o7 7.7 (502577
Past smokdng 4 B3(5.1-115)
Current smoker 12 7.0 (42-1L1)
Concomitant medications:

Storokds 30 29.8 (214-19.8)

Suffasalazing k] 58.3 (50.8-£55)

Saminosalicylate & 4].1 (31.948£)

Antblotics 15 B9 (55140
Diszase location:

Ractum by 464 (39.0-540)

Laft colon 45 I A [21.2-34£)

Pancolts 44 262 (20.1-333)
Personal history of surgery:

Colactomy 1 1.2 {D44.7)
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Tabla I: Ganotypa frequancies and minor alkale frog ias of ganatic poly in mlcarative colitis patients and controls.
Controls UC patiemts Povalue OR (95% CI)*
Freguencias (%) Frequancdhas (%)

MTHFR 677

=) 409 -4

cr 433 453 asmEr LIZ {07175

b 158 167 Q&A= 113 {0.62-105)

Total number of patients analbysed 25 1]

Allele T oar 0ag 0.e02y 1.0% [DLBI-1 45)

MTHFR 1198

An 651 £5.4

AC na B arTm 0.92 {0.58—1.4£)

[= 47 15 Qe 05 {0uI5-1.58)

Total number of patients analysed 213 1&0

Allele © am oy 03455 0B {0,591 26)

MTR 1758

AN oS nr

AG 151 1. Qe .72 {1.02-292)

GG 14 1z Q1age 164 DE-1115)

Total number of patients analhysed 218 15&

Alele G oo oI5 0037 LBI {1.15-184)

MTRR &6

Ane a0 3y

AG 358 B4 Q43 LIT [DTe-1.79)

GG a4 e Q4746 1.34 {D.60-1.99)

Total number of patients anabysed 19 &4

Allele & 01+ 0y 02401 118 {D.ES5—1.&4)

TCNI 178

oo 8 IB5

[= gL 453 o35 1.2 (079201}

GG £k ] &3 Qraas 1.0% (D& -1.95)

Total number of patients anabysed 1l 144

Allele G 0sa 059 09447 1.0 [0F4-135)

*{OR: wnadjusted odds ratio; 95 Of%: 95% confidanca intarwal)

Abbraviations methylenstetrahydmfolet redictoss (MTHER), meth (MATRY, hychrofolote: reductose (MTRR) and transcobalomin

{TCNZ)
# Diomirant panctypa. * Comparison with domirant penotypa.

ical characteristics. Mone of the pohmorphisms influ-
enced the ape onset of the disease. In univariate analysis,
MTR, MTRR and TCN polymorphisms were not assod-
ated with location and extent of LIC while MTHFR 677TT
genotype was assodated with pancolitis. The frequency of
the TT genotype of MTHFR Ca77T polymorphism was
2 7-fold higher in UC individuals with pancolitis than in
other UC cases, with respediive percentapes of 27.3 (95%
CL164-420) and 105 (9582 CI1. &3-17.1) (P =
0.0123). The frequency of subjects who presented with
either 677TT or the double heterozypous 677CT/1298AC
penotype was also significantly different between subjects
with pancolitis and those with left colitis or proctitis, with
respective percentages of 43.2 (95% C.0. 29.6-43.2) and
20.2 (95% C.1. 14.1-28.1) (P = 0.0048).

Finally, the assodation of gene polymorphisms of genes
of the remethylation pathway with the risk of pancolitis
was estimated by logistic regression analysis using a

model that incloded age, sex, medications and penetic
polymorphisms. We confirmed that the only significant
independent gene predictor of extensive lesions was
MTHFR. The sex and ape adjusted odds ratio of the assod-
ation between pancolitis and MTHFR 677 TT was esti-
mated to 3.82 (9500 C.1. 1.3-11.7, P =0.0179). When the
age and sex adjusted analysis was performed by consider-
ing the carriers of 677TT or CE77CT)1 2958AC penotypes of
MTHFR instead of MTHFR &77TT only, the same conclu-
sion was reached, with an Odds ratio at 3.3 (95% C.L 1.4-
7.9, P =0.0084).

Discussion

Ceemetic factors possibly associated with ulcerative colitis
remain poorly known. This is the fimst study that evaluated
the association of penes of the remethylation pathway of
homocysteine, MTHFR, MTR, MTRR and TCM2, in a case
population restricted to UC, in China. It evidenced a sip-
nificant assodation of MTR and MTHFR variants with the
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primary risk and the extent of the disease, respectively:
GFFIT and CeryCTi1298AC penotypes of MTHFR were
predictors of extensive colitis, while no assodation was
found with the primary risk of UIC. In contrast, MTR
27560 allele was assodated with an increased risk of UG
and had no influence on the extent of the disease. MTR
and MTFHR have a complementary role in this pathway.
During the remethylation of homocoysteine into methio-
nineg, a methyl group provided by 5-methyltetrahydro-
folate (5-methylTHF) is transferred to homocysteine by
MTHR. In this remethylation pathway, cobalamin (vitamin
B12) is involved as an intermediate carrier of the methyl
proup while the 5-methyITHF is synihesized by MTHFR.
The phenotypic influence of the 27560 allele on the activ-
ity of MTR has not been clearly evidenced |4]. In contrast,
both 677TT and 1298AC/e77CT penotypes are known Lo
produce a decreased catalytic enzyme activity of MTHFR
|2]- Hotably, the 677TT genotype of MTHFR is encoding a
therm olabile variant characterized by an alanine to valine
substitution at position 222, and a 50% reduction in
enxyme activity [2]. As 2 consequence, MTHFR C&77T
polymorphism produces a decreased cellular level of
methyl-THF and a cellular acoomulation of homo-
cysteine, particularly in patients with insufficient folate
supply [21]. Interestingly, recent experimental findings
raise the possibility that homocysteine-induced cellular
and vascular stress may contribute Lo the maintenance of
a chronic mucosal inflammeatory state in [BD [9,22].

Clinical implications of the MTHFR Ca77T polymor-
phism induede inoeased risk for several diseases, such as
vascular, neurological and for binh defects [21,23]. s
phenotypic influence on homocysteine metabolism is
neutral in subjecs with suffident folate supply, as in
South Europe [18]. Similarly, the assodation of MTHFR
with other diseases than IBD seems to be neutral in South
European countries, where the status of populations in
folate is better than in Morth Europe, while some studies
have showed assodation with MTR and MTRR in these
countries [23,24]. This could explain some of the discrep-
ant results produced on assodation studies with IBD in
populations with contrasted status in folate. Indeed, two
studies performed in Morthem Burope reported a signifi-
cant increased frequency of the MTHFR TT genotype
[10,25], whereas four studies in Southermn Europe (bwo
Italian, one Frendh, one Portuguese) and one Chinese
study showed no difference [11,14-17]. In contrast, we
found a higher frequency of MTRRE G64 allele in patients
with Crohn's disease compared with controls, and we
observed an influence of this gene variant on the extent of
the disease [26]. We also evidenced that vitamin B12 was
a nuirifonal determinant of homocysteinemia, that was
under the influence of oxidative stress |26)]. Consistently,
a recent report showed that folate defidiency was not a
predictor of homocysteine level in case of inreased oxida-

hittp:wsena.biomedcentral .com/ 147 1-Z350/80TE

tive stress, underscoring the implication of other nuitri-
tonal determinants, such as vitamin B12, under
pathological conditions |27]. Taken topether, these resuls
are in agreement with our findings indicating that methio-
ning synthase A2756C polymorphism, a vitamin B12-
dependent envyme, may predict olcerative colitis. The
data are also difficult to compare among contrasted pop-
ulations since the frequency of these pene polym orphisms
and their influence on homocysteine fluctuate greatly,
worldwide |18,19]. The prevalence of the homosypous T
allele seems to be influenced by folate status, the preva-
lence being the highest in Mexicans, Chinese and Italians
and the lowest in West Africans | 18,19]. It would be there-
fore useful to revisit the studies on IBD and MTHFR that
have been published in Furope by evaluating also the
assodation with the other pene variants related with the
remethylation pathway. Finally, the disoepandes
observed in previous studies on assodation between
MTHFR and IBD may also correspond in part o differ-
ences in the proportion of cases with extensive colitis, as
suppested by our observation that MIFHR is a predictor of
pancolitis, at least in LIC. This observation was in agree-
ment with our previous stndy of a smaller series of LIC
patients | 16]. In addition, the assodation with severity of
the disease may be related with a defidt in folate and wita-
min B12, as previously observed by us in Caucasians with
Crohn's disease | 26]. Vitamin B12 metabolism influenced
Crohn's disease activity by modulating oxidative stress,
mieasured by superoxide dismutase activity | 26]. Homo-
cysieine levels were recently comelated with activity,
number of flares and duration of the disease |28]. Unfor-
tunately, we could not determine the blood level of these
determinants in the present series a5 no serum or plasma
sample was available. Furthermore, we recently found
that axathioprine therapy deoeased plasma homo-
cysteine level [26], sugpesting interactions between axa-
thioprine and homocysteine metabolisms. Cenetic
variation in the MTHFR pene may result in reduced 5-ade-
nosylmethionine concentations, leading to enhanced
TPMT enzyme degradation and possibly modulating aza-
thioprine efficacy [29].

Cwer the past decade. hyperhomocysteinemia and
MTHFR Ce77T polymorphism have been regarded solely
as potential contributors to the greater risk of thrombeosis
in IBD [14,15,.30-32]. Our data indicated dearly that it
influenced the severity of LIC, independently of the risk of
thrombosis, a8 none of the case from our series underwent
a thrombosis episode.

Conclusion

MTR and MTHFR are tiwo penes of vitamin B12 and folate
cellular metabolism assodated respectively with the pri-
mary risk and the severity of LIC, at least in central China
These findings might open new insights into the patho-
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penesis and assessment of UC, particularly for the poten-
tial imterest in treating the patienis presenting with the
GFFTT MTHFR penetic trait and a deficit in folate How-
ever, our resulits await confirmation in a large cohort of
patients with LIC.
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Association of MTRR 66A>G Polymorphism
With Superoxide Dismutase and Disease Activity
in Patients With Crohn’s Disease
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DBJECTIVES:

METHODS:
RESULTS:

GONCLUSIONS:

The aim of this study was to evaluate the association of nutritional (folate, vitamin Biz) and genatic
(MTHFR, MTR, MTRR, TCN) determinants of homocysteine metabolism and of superoxide dismutase
with Crohn's disease (CD).

Oni hundred forty patients with CD were compared with 248 matched healthy controls.

Plasma homocysteine levels weare higher in CD patients than controls (11.8 vs 10.4 pmol/L, P =
0.000A). Vitamin Biz and folate levels were lower in CD subjects compared to controls (207 vs 266
pmel/L, P = 0.0082, and 8.6 vs 11 nmaol/L, P = 0035, respectively). Patients with a personal history
of ileal resection, ileitis, or colectomy had significantly lower vitamin By5 levels. In multivariate
analysis, vitamin Byy and MTHFR 677 TT camiers were the two significant independent factors of
plasma homocysteine =16 pmol/L in CO patients (P = 0.0187 and 0.0048, respectively). The
significant association between homocysteine and vitamin By, levels remained significant only in
patients with the highest superoxide dismutase values (P < 0.0001). The MTRR AA genotype was a
significant independent predictor of CD risk (odds ratio 3.7, 85% CI 1.218-11 649, P = 0.0213). The
lewel of superoxide dismutase was significantly higher (P = 0.0143) and was correlated with Crohn's
Diseasa Activity Index (CDAI) scores (P for trend = 0.0276) in patients carrying MTRR AA genotype.

Vitamin By and MTHFR 677 TT genotype are the main determinants of hyperhomocysteinemia in
CD patients. The association of MTRR 664 =G polymorphism with oxidant stress and disease activity

prowides rationale for screening vitamin deficiancies in these patients.

{Am ] Gastroenteral 2007-102-1-8)

Homocysieine is a nonprotein forming, sulphur amino acid
that results from the demethylation of the essential amino acid
methionine (Fig. 1). Plasma total homocysteine (t-Hey) is in-
fluenced by nuiritional factors, mainly folates and vitamin
Bz (cobalamin), as well as penetic polymorphisms of key
enzymes of its metabolism: methylenetetrahydrofolate redwc-
tase (MTHFR) (1), methionine synthase (MTR) (2}, and ma-
thionine synthase reductase (MTRR) (3). MTHFR catalyses
the synthesis of methyletetrahydrofolate, the methyl donor of
homocysteine, and MTR and MTRR are the two key enzymes
of the synthesis of methionine by remethylation of homo-
cysieine. The CA77T penetic polymorphism in the MTHFR
pene was found to be associated with a thermo-labile variant
enzyme that showed reduced activity (4). A genetic polymor-
phism in the transcobalamin gene (TCNI) is another penetic
trait that may influence homocysieine metabolism (5).

Hyperhomeocysteinemia is recognized as a risk factor for
both venous and arterial thrombosis in the peneral population
(&, T In this regard. homocysteine metabolism has received
increasing attention over the past decade as a potential con-
tributor to the greater risk of thrombosis in inflammatory
bowel disease (IBD) subjects. Mahmud and colleagues were
the first to report a higher prevalence of hyperhomocysteine-
mia and of MTHFR 6777 allele in I1BD patients, compared
o controls (8). Mevertheless a number of subsaquent studies
have produced conflicting results, suggesting complex in-
teractions between environmental and genetic factors (9). In
addition, polymorphizsms of other homocysteine metabolism-
related enzymes may contribute to high -Hey usually found
in IBD} patients. Crverall, the influence of homocysteine on
secondary events of IBD, particularly thromboembolic man-
ifestations, remains controversial (10).

Furthermore, genotype-phenotype comelations are poorly
documented in most of the already published case-control
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Figure 1. Metabolic chart of homocysteme cycde and the ge-
Iﬂbc\mnf'ﬂzﬂnymﬂ mvohed i this metabohsm. Ho-
mocysieme is remethylated mto methionme by methionme syn-
thase (MTR) wath 5-methyhetahydrofolate as a methyl donor and
vitamin B, (cobalamen) as a coemzyme. MTRR is the enzyme
meeded to mantain vimmin B,; = 2 reductive state in the cat-

||ﬁ.n"1ﬂ'l'.1:ﬁnm1ﬂ| imto S—Idumﬂm:ﬁm the umiversal
methy] donar for methylation of nuclec acids, proteins, pul'_l,r:-:
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studies, and the combimed and respective influence of
MTHFE, MTR, MTRE, and TCN polymorphisms on the pri-
mary and secondary risks of IRD) has never been evaluated ina
same sample population. Finally, growing evidence suppests
that hyperhomocysteinemia may promote chronic intestinal
mucosa inflammation, mainky through oxidative stress (9, 11,
12). Elevated homocysteine levels were shown to enhance su-
peroxide dismutase (SOD)) activity, a well-established marker
of oxidative stress (13-15). Recently, plasma levels of S0D
activity were found to be increased in patients with IBD (16).

The aims of this study were therefore to evaluate the com-
pex influence of penetic and nuiritional determinants of ho-
mocysieine metabolism on the primary risk and phenotype
of patients with Crohn’s disease (CIY), and their potential in-
teraction with 300

Study Subjects

Eligible patienis were men or women who were at least 18
yr of age, with established CD. One undred forty patients
recruited from the Department of Hepato-(Gastroenterology
{(University Hospital of Mancy, France) were prospectively
enrolled in a case-control study. Information regarding clin-
ical characieristics and concomitant medications were col-
lected at study entry. The disease location was defined accord-

ing to the Montreal classification (17). These subjects were
compared to 248 healthy volunteers from a center of preven-
tive medicine. Controls matched the individuals of the CD¥
group for age and sex. Mone of the subjects from the control
or the CTy patient group received any treatment and’or vitamin
B supplementation that could influence vitamin B, ;, folate,
or homocysteineg metabolism. All individuals were French of
Enropean origin. The study protocol was approved by the lo-
cal ethics commities, and the included subjects gave 8 written
consent.

Assays and DNA Gemotyping Procedures
Fasting venous blood was collected in EDTA-containing

tubes, immediately centrifuged, and stored at —B0°C until
amalysis. Plasma #-Hcy was assayed by FPIA (fuorescence
polarization immunoassay) using the Abbott IMX automated
Benchtop analyzer system (Abbott Diapnostic, Rome, Italy).
Serum folate and vitamin Byz levels were measured by radio
aggay (Ciba-Corning, Medfield, MA). The SOD activity as-
say was carmied out with the Ransod kit (Randox, Crumlin,
UK} according fo the manufacturer’s intructions.

DMA was isolated from a lymphocyte-enriched fraction
of whole blood with NUCLEON BACCS for extraction of
penomic DMNA kit (Amersham Pharmacia Biotech, Milan,
ltaly). The procedures for detecting the C677T and AT298C
polymorphisms of MTHFR, as weall as the A2756G MTR and
the 466 MTRR polymorphisms, were based on polymerase
chain reaction amplification, restriction cleavage, and separa-
tion of the DMA fragments by 15% nondenaturant polyacry-
lamide gel electrophoresis (SD5-PAGE), as previously da-
scribad (18). Genotyping of the TCNY C776d polymorphism
was perfommed by the amplification-refractory mutation sys-
tem, as described recently by us (5. DMNA samples corme-
sponding to amplified DMA of the MTHFR, MTR, and MTRR
penotypes were saquenced and subsequently used as controls
in all series of genotype determination.

Statistical Analysis

Categorical variables are reported as counts and percentapges,
and continuous variables as mean 50, median, 25th and
T5th interguartiles. For categorical variables, a contimuity-
corrected x ? test was used to assess differences. For contin-
uous variables, a Mann-Whitney Li-test or a Kruskal-Wallis
test were employed. A multiple linear regression analysis was
used io evaluate the significant independent determinants of
t-Hey and a Cox regression analysis was used for evaluating
the association between quartiles of Crohn's Disease Activ-
ity Index {CIDDAT) and SO activity. The significance, odds
ratio, and 95% confidence interval of independent categori-
cal and continuous variables regarding the risk of CD) were
determined by multivariate stepwise logistic regression anal-
ysis using a model that included age, sex, and the variables
that had a P value <0.10 in univariate analyses. The stepwise
model considered only the variables with a P value <0.10 as
residual independent determinants. A P value lower than 0.05
indicated statistical significance. Data were prospectively



Homocysteine and Crohn's Disease 3

Tabde 1. Climical and Genetic Charactenstics of the 140 CD Pabients and Their Associaton With Flasma t-Hoy Level

Homooysteme emal/L:
P R S R e Median {25th-75th Quartiles)

Charactenstic Cases Confidence Interval)  With Charactenistic  Without Chamctenstc P Value
Male sex 53 37.9(302-461) 1424 (BE-163) 11.06(857-1450)  0.0143
Familial history of digestive neaplasia 15 10.7 {66165} 12.4 (5 4-16.6) 11.4{9.4-14.56) 0.7163
Familial history of thrambasis 16 11.4{72-17.8) 10.% {8.1-12.3) 11.8{9.4-14.9) 03021
Perscnal history of thrombosis B 57 (20-10.8) 12.3 (B4-16.2) 12.0{9.5-14.9) 0.9578
Current smoker 54 5.6 (30.5-46.5) 12.6 (9.7-16.1) 118 (9.2-14.6) 0.2760
Alcohol consumpian =20 giday 3 2.1 {0U1-6.0) 15.1 {10.6-22.5) 11.8{9.5-14.7) 04115

Infiximak 106 75.7 (68.0-82.1) 11.% {94-14.8) 142{112-15.1) 03857

Amathioprine az 65.7 (57.5-T3.1) 11.7 (%.0-14.6) 143 (10E-16.4) 0.0505

Methotrezate 7 5.0(Z.5-10.0) 16.5 {10.7-17.2) 118 {9.4-14.6) 0.1123
Dhsease bocation

lead (L1} 22 15.7 {10.6-22.7) 11.9 {9 6-16.6) 12.0(9.1-14.8) 0.4538

Colonic (L) &0 428 (345-51.1) 12.4 (%.1-14.6) 11.9(95-17.3) 01649

Heocolonis (L3) 57 40,7 (32.8-49.0) 13.7 {10.5-16.5) 117 (9.1-14.56) 01080

Isalated upper disease (L4) o - - - -

Perianal discase 45 32.1 {25.0-40.3) 11.21 {9.1-15.1) 123 (8.7-15.1) 0.6282
Personal hastory of sargery

lleal resectian 18 12.9 (B.3-19.4) 158 {11.2-18.3) 1LE({9.2-14.5) 0.0133

Colectamy 12 £6(5.0-14.4) 14.6{11.3-16.7) 11.8{9.3-14.6) 00603

Perianal surgery 21 15.0 {10.0-21.5) 112 {9 5-14.0) 123 {9.5-15.3) 0.4527

5

MTHFR 677 TT 13 9.2 (5.5-15.3) 17.1 {B.0-22.3) 11.3 (9.5-14.5) 0.0218

MTHFR 1295 CC 12 £6(5.0-14.4) 10.9 {B.8-13.5) 10.7 {9.0-13.5) 0.9331

MTR 2756 GG & 432 (20-9.0) 113 {B0-12.6) 10.7 {(9.0-13.5) 01516

MTRR 66 GG 5 0.7 (14.5-28.7) 10.2 (B.5-15.5) 11.8(9.6-14.7) 0.2629

TCN 776 GG 77 19.3 {13.6-26.6) 11.9 {5.4-14.7) 11.8{9.4-12.9) 05568

collected and analyzed using the Statview 5 software for
Windows (SAS Institute, Berkley, CA) and the SPSS 10.0
software for Windows (SPSS, Paris, France).

RESULTS

Clinical and Biological Characteristics

aff CD Patients and Controls

The mean age was 39 (23—45) and 35 (30-45) yr in CD
patients and controls, respectively (P = 0.1452). Plasma
t-Hcy levels were significantly higher in the CD group
than in the comtrol growp (10.8, 4.05-30.61 v 104,
5.5-21.6 pmol/L., respectively, P = 0.0004). In addition, as
much as 24% of patients had a moderate hyperhomocysteine-
mia (15 pmol/L), compared with 8% reported in controls.
Conversely, vitamin Bz and folate levels were lower in IBD
subjects compared to controls: 207 (T9-T83) we 255 (93—
1. 480) pmol’L, respectively, P = 0.0082 and 8.6 {1.3—48) ws
11 {2.9-34) nmol'L, respectively. P = 0036,

Predictors of Hyperfomocysieinemia in CI) Patients

In CD individuals, male subjects had higher homocysteine
levels than female subjects (P = 0.0143) (Table 1), while
plasma t-Hey levels were not influenced by sex in controls.
Thi plasma #-Hcy level was slightly lower in CD subjects
treated with azathioprine than in those not receiving this med-
ication (Tabla 1). The influence of stercids and aminosalicy-
lates was not evaluable, because, respectively, three and two

CI) patients were treated with such medications. Similarly,
only one patient had a personal history of dipestive neoplasia
(colon adenoma). MTHFR 677 TT was the only penetic de-
terminant that was significantly associated with an increased
i-Hcy in both controls (10.2, 8.6-12.1 v 12,5, 9.9-17.0, P =
0.00307) and CD patients (Table 1). The plasma t-Hey level
was slightly higher in CI) subjects carrying the WTR 2754
AA penotype, but the difference did not reach statistical sig-
nificance (P = 0.0910).

VWitamin Bj; and folate levels were significantly associated
with t-Hcy in univariate analysis (Fig. 2). Ape, vitamin Bz,
and folate levels independently influenced plasma +-Hcy, in
multiple regression analysis (P < 0.0001, P = 0.0014, P =
(L0:HD5, respectively).

We investigated whether the clinical characteristics of the
140 CD patients may influence their serum folate and vi-
tamin B;; status. D patients with a personal history of
ileal resection (median 156 ws 208 pmolL, P = 0.0389),
ileitis {median 159 vy 219 pmolL, P = 0.0261), or colec-
tomy (median 155 vs 206 pmolL., P = 0.0246) had signif-
icantly lower vitamin B;; levels than CD subjects without
these characteristics. Active smoking was the single facior
niagatively associated with serum folate level in CD subjects
(miadian 6.6 vs 92 nmol'L in nonsmoking CD patients, P =
0.0123).

In multivariate analysis, vitamin Biz and MTHFR 677 TT
carriage were the two significant independent predictors of
plasma t-Hey =15 pmol/L (Table 2).
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Grenatic Determinanis of Plasma Homocysteine
Level in CI¥ Patiznts and Conitrols
The penotype distributions of MTHFR, MTR, MTRER, and
TCN polymorphisms were in Hardy-Weinberg equilibrium
(data not shown). The allele distributions of MTHFR, MTR,
and TCN polymorphismes did not differ between controls and
CD patients. In contrast, the frequency of the 4 allele for
MTRR penotype was 1.34-fold higher in CD) subjects than in
controls (Table 3).

The same conclusion was reached when considering the
penotypes instead of alleles, with MTRR 6644 that was 3-
fiold more frequent in CD patients (Table 3).

ion of sapercxde dismutase (S0D) hgher tham 1,100

The association of polymorphisms of homocysteine
metabolism-related enzymes with the risk of CD was esti-
mated by stepwise logistic regression analysis using a model
that retained ape, sex, and the variables that had a P value
<0.10. We confirmed that the only significant independent
predictor of CD risk was MTRR AA camiers, with an odds
ratio for CD risk estimated at 377 (Table 4).

Homocysieine Metabolism, Divease Activity,

aod (hcidamt Stress

We examined the association of polymorphisms of homo-
cysteine metabolism-related enzymes with S0D level. The

Table 2. Factors Associated With Hyperthomocystememsa 2= 15 pmol/L) in CD Patients (Mubisple Lomstic Regression Analysis)

Imitial Remidual
Variakle oR 95% CI P Value or 95 C1 P Value
CDAI scare 099 {0.98-1.00) .09E1 = B MS
Serum folate 085 {u:r-mz.g 021263 i = NS
Vitamin B,, 0.69 0.98-0.99 00206 0.69 {0.08-0.95) DOIST
S00 1.00 {0,961 0a) 06353 e e NS
Albumin 1.04 {0.88-1.21) 05913 - - ME
C-reactive protein 102 (0.97-1.07) 04795 - = NS
Amathicprine s 112 {0.26-4.76) LETEE = i ME
Infliximah use 1596 {0.27-14.37) 05002 e = NS
Methotrexate se 136 (0.14-75.79) 4609 = - NS
MTHFR 677 TT 1635 (1.09-244.97) 00430 6.40 (1.76-23.31) 00048
MTHFR 1298 CC 555 {0.52-59.33) 01562 = i ME
MTRR 66 GG 246 {036-16.54) 03501 e = NS
MTR 3756 AGIGG 126 (0.35-4.56) w7230 = - NS

OF = otds mtio; CI = confidence mienal, N5 = nol sipaificant.



Table 3. Genotype Frequencies and Minor Allele F

Homocysteine and Crohn's Disease 1

ves of Genetsc Poly

phosms i CD Patients and Comtrols

Caontrols: CI Patienits:
(25% CI) (95% CI) P Vahe

MTHFR 877

oo 043 (0.37-0.49) 0.43 (0.35-0.52) 03320

CcT 0,43 (0.37-0.49) 0.47 (0.35-0.55)

T 015 {0.11-0.19) 0.0 (0.06-0.15)

Allele T 036 (0.32-0.40) 0.33 (0.28-30) 04151
MTHFR 1298

AA 0,43 (0.37-0.49) 0.41 (0.34-0.50) 07334

AC 047 (0.41-0.53) 0.50 (0.42-0.58)

cc 011 {0.07-0.15) 004 (0L05—0.14)

Allele C 034 (0.30-0.38) 036 (0.31-0.42) L]
MTR 27546

AA 068 (0.62-0.74) 0.61 (0.52-0.68) 03042

A 029 (0.23-0.35) 0.35 (0.28-0.4%)

iy 003 (0.01-0.06) 0.04 (0L02—0.09)

Allele & 017 (0.14-0.21) 022 (0.17-0.27) 01273
MTRE 66

AR L0 (0.04-0.13) 024 (0.17-0.31) L]

AG o6l (0.52-0.69) 0.56 (0.47-0.64)

GG 031 {0.24-0.40) 0.21 {0.15-0.28)

Allele G 062 (0.56-0.68) 0.49 (0.43-0.55) LR
TiCN 776

cC 032 (0.27-0.38) 0.30 {0.23-0.38) 09146

o 0,49 (0.43-0.55) 0.51 (0.43-0.59)

iy 019 {0.14-0.24 0.19{0.13-0.27

Allele G 043 {0.39—0.4'5 0.45 (0.39-0.51 D3B30
'l = confidence mizrval
latter was significantly higher in CD subjects carrying WTRE ~ DISCUSSION

AA penotype, compared with those carmying G genotype
(Fig. 3), while the other polymorphisms, MTHFR, MTR,
MTRR, and TCN2, had no significant influence on this bi-
ological parameter (data not shown).

The relation between oxidant stress and disease severity
and MTRRE polymorphism was next imvestigated. There was.
a significant association between the distribution in quartiles
of CDAI scores and the level of 500 in patients with the
MTRR AA penotype (Fig. 3), but not in those with the AGGE
penotypes. Finally, we imvestigated the association between
t-Hcy and vitamin Bz (the substrate of MTRR), according o
B0D activity, in CD patients. There was a significant associ-
ation only in patients who had a SOD activity higher than the
median (Fig. 3). In contrast, there was no influence of 0D
activity on the association between t-Hey and folate.

Patients with CI} have significantly higher blood levels
(%) with one-fourth of them who presented with moder-
ate hyperhomocysteinemia in our study. As previously re-
ported by other groups, folate and vitamin B; levels were
significantly lower in IBD subjects compared to healthy con-
trods (9). While homocysteine concentration was associated
with both vitamin B,; and folate levels in univariate analy-
sis, the multivariate analysis reveabed that only vitamin B, 5,
but not folate, was an independent predictor of hyperhomo-
cysieinemia in our population of CD patients. As recently
demonstrated by Rogers ef al. (19), plasma homocysteine
may be an accurate pradictor of folate deficiency under phys-
iological conditions, but may not reflect folate deficiency in
cases of increased oxidative stress. A personal history ofileal

Table 4. Stepwise Logstic Regression of the Association of Genetsc Determinants of Homocysieine Metabolsm With the Risk of CD

Iritial Multrvanate Model Residual Determinant
Varnahle OR L | P Value OR o=t Ol P Value
MTHFR 677 CT carrers 1.231 {0.491-3.0E87) 06576 = = MNE
MTHFR 677 TT carriers L7770 (0.450-6.970) 04141 B = HE
MTHFR 1298 AC carmers 2159 (0.B45-5.519) 01080 = = HNE
MTHFE 1298 OC carmers 15946 (0.676-12_849) 01504 e = ME
MTRE A4 carmers 4132 (1299-13.145) 0.0163 37 (1.72-1 .65} 00213
MTR 2756 AT carmers 1401 (0.606-3.223) 04275 = = HE
MTR 2756 GG carmiers 2064 (1.023—63-593) 0475 = = HNE
TCW 776 OF carmiors 1.362 (0.463—4.007) 05742 = = ME
TCW 776 O carriers 1.207 (0.466-3.123) D.5084 = = MNE

08 = odids ot O = confidence inlerval; NS = ool sigaificmt.
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Figure 3. Association between superoxide dismutase |S00) activ-
tty and MTRR 1= (A .tnmﬁﬂltmunuhmbﬂm
SO0 actvity the quartile 1bation of Crobns Disease Ac-
tovity Index (CDAL 1-04) was found in the patients with MTRE
AA genotype, bat nod m those with the AG/GG genotypes ().

resection or colectomy, but also pure ileitis, were risk fac-
tors for By, deficiency and hyperhomocysteinemia in this
cohort of CD patients, through deficient absorption capacity
of the ileum and also probably through bacterial coloniza-
tion leading to malabsorption of vitamin By, (20, 21). Active
smoking was associabed with significantly lower folate lev-
els, confirming previous reports in non-IBD patients (22).
Taken as a whole, these findings underscore the relevance of
screening CD patients for folate and vitamin Bz deficiencies,
particularly those with ileal disease, active smoking, and/or
history of intestinal resection. Azathioprine was the single
drug that appeared to decrease t-Hcy, suppesting interac-
tions between azathioprine and homocysieine metabolisms.
Consistently, thiopurine methyltransferase (TMPT) inacti-
vates &-mercapiopuring, the azathioprine active metabolite,
by transfering a methyl group from S-adenosylmethionine
o 6-mercaptopurine, forming S-adenosylhomocysieine that
is subsequently hydrolyzed into homocysteine (Fig. 1) (23).
Genetic variation in the MTHFE gene may result in redwced
S-adenosylmethionine concentations, leading to enhanced
TPMT enzyme degradation and possibly modulating azathio-
prine efficacy (23).

We also evaluated the influence of genetic determinants on
homocysieine level in CT) patients. There was a significant
association of MTHFR 677 TT penotype with t-Hcy as in the
general population, but this polymorphism had no influence
on CD risk. These results are in agreement with four studies
in Southern Europe (two Italian, one French, one Portuguese)
that found no association between MTHFR TT genotype and
IBI» (24-27), whereas two studies in Northern Europe re-

ported a significantly increased frequency of the WTHFR TT
genotype in IBD patients (8, 28). Ethnic and peographical
variations in the distribution of MTHFR varianis may ex-
plain such discrepancy between genetic studies in IBD, since
MTHFR has a lower phenotypic influence on homocysteine
metabolism in white populations from South Europe than in
those from Morth Europe (29). In a small series of IBD pa-
tienis, no change in frequency of WMTHEFR 412980 penotype
was seen when compared to controls (30), while the possible
implication of MTR and WTRR polymorphims in CD patho-
gemesis had never been investigated so far. The gene variants
MTHFR 1298 A>C, MTR 2756 A=>G, MTRR 664>, and
TCN2 677C=( did not influence homocysteine level in the
present study. Gender was also a genetic determinant that
influenced t-Hey in CI) patients, in univariate analysis. How-
ever, it was not retained as an independent deferminant of
t-Hey. in multivariate analysis. The difference did not reach
statistical significance in conirols, probably because of the
limited sample size. Indeed differences between men and
women in t-Hey have been documented in larger samples of
healthy populations and may be partially explained by differ-
ences in rates of homocysteine remethylation {31).

Moderate hyperhomocysteinemia was nof associated with
an increased risk of thrombosis in our study, confirming re-
cent reports (12). More interestingly, a growing body of evi-
dence indicates that homocysteine may induce a cellular and
vascular siress that could confribute to the mainienance of
a chronic mucosal inflammatory state in IBD patients (9,
33). Consistently, homocysteine levels may be correlated
with activity, number of flares, and duration of the disease
(34}, underscoring the potential implication of homocysteine
metabolism in IBD pathogenesis.

In this context, the finding that MTRR 44 was associated
with an increased risk of CD as well as an increased activity
of SO0 may yield a better understanding of the role of homo-
cysteine metabolism in IBDY pathogenesis. Extensive experi-
mental data have revealed a central role for oxidative stress
in atherogenesis (35). Interestingly, MTRRE 44 genotype was
recently found to be an independent predictor of coromary
artery disease risk, another chronic inflammatory disease
(36). MTRR catalyzes the regeneration of methylcobalamin
in a reduced form, during the catalytic cycle (Fig. 1). There-
fore, the association of the MTRRE A allele with CT» may be
considered in function of the increased need for cobalamin
reduction in cells challenged by oxidative stress. Indeed, the
metaholic function of MTRR, e.g., io maintain vitamin B, in
a reduced form, may be critical in cellular conditions where
oxidant stress is increased. This could explain why vitamin
B;; was associated with homocysteine level only in the CDy
patients who had a high 30D activity (exceading the median
value). Indeed, vitamin By; concentration in bowel mucosa
could specifically depend on oxidative siress in these patients,
and hyperhomocysteinemia viewed as a consequence of vita-
min Bz deficiency. Recently, Rogers ef al. showed that folate
deficiency had no influence on homocysteine concentration
in mice with a genetically determined increase of oxidant



stress. | 19). Consistently with this observation, we found that
increasad homocysteine plasma level was depending on vi-
tamin By, but not on folate, in the CD patients who had
the highest S0D activity. MTRR needs MADPH &= a coen-
ryme, and the cellular oxidant stress (11,12), including the
increasad production of hydrogen peroxide by increased ac-
tivity of 30D in intestinal mucosa of |BD patients, may be a
comdition that increases the cellular consumption in MADPH.
An increase of glutathione synthesis by the transulfuration
pathway may be also expected in cases of deficient remethy-
lation of homocysteine, and the reduction of glutathione, in
a context of oxidant siress, is catalyzed with MADPH as co-
substrate (11, 12} Another condition that may reduce the
cellular content in NADPH is the increased activity of NOX ]
reporied in the intestinal mucosa of IBD} patients (3T7). The
link between MTRR and oxidant stress in CD pathogenesis
was also illustrated by an association between disease sever-
ity {as measured by CDAl scores) and the SOD activity that
was restricted to CD patients carmying MTRR 664 4 penotype.
These findings are consistent with experimental data from
animal studies showing that S0 transgenic mice exhibit a
more severe colitis afier dextran sulfale sodivm administra-
tiom than their wild-type littermates (38).

The association of WTRR A allele with CI} neads o be
confirmed in large independent coboris. The identification
of a link between oxidant stress, vitamin B;; metabolism,
and disease severity in patients with CD may open new
mvenues for intervention and follow-up stodies. The rela-
tionship between vitamin B,; metabolism and homocysteine
in colonic inflammation is illusirated by the recent find-
ing that homocysieine upregulates fn vitro the expression
levels of transcobalamin (a plasma transporter of vitamin
Biz) and its receptor (39). The authors also showed high
expression levels of transcobalamin and its receplor in in-
flamed colon mucosa of &-irinitrobenzene sulfonate-treated
iz and CD patients (39). For translating these data indo
climical management, the benefit of vitamin supplementa-
tion in CD patients with evidenced Bz deficit will need to
be assessed in infervention siudies, using SOD activity as
a marker and MTRR A allele as a predicior. B-group vits-
min supplementation may have antioxidant and antiinfiam-
muatory effects independently of a homocsyteine-lowering ef-
fect (40), suggesting that these intervention studies will aim
at normalizing vitamin By; levels instead of homocysteine
concentrations.

STUDY HIGHLIGHTS
What Is Current Knowledpe

= Hyperhomocysteinemia is commonly found in patients
with inflammatory bowal disease.

» The implication of penetic determinants other than
MTHFR remains unknown.

» Hyperhomocysieinemia is associaled with increased
oxidant stress.

Homocysteine and Crobn's Diseass T

What Is New Here

® MTRR AA penotype may be an independant predictor
of Crobn’s disease risk.

® MTRR 64> polymorphism is associated with oxi-

dant stress and disease activity.
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Discussion

Nous avons tout d’abord confirmé qu’une hyperhomocystéinémie modérée est fréquente
au cours des MICI puis qu’elle concernait un quart des patients avec une MC dans notre étude.
Nous avons également confirmé 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
que le niveau d’homocystéine plasmatique était associé aux taux de vitamine B12 et de folates
en analyse univariée, 1'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. (2007) ont récemment démontré qu’une hyperhomocystéinémie reflcte le
plus souvent une carence en folates mais seulement dans des conditions physiologiques. En
effet, en cas de stress oxydant accru, une carence en folates n’est plus le seul facteur
déterminant leniveau d’homocystéine plasmatique. Nos résultats montrant que ce sont les taux
de vitamine B12 qui sont corrélés au niveau d’homocystéine plasmatique, uniquement en cas
de stress oxydant élevé (reflété dans notre étude par une activit¢ de la SOD > 1100
Ul/gd’hémoglobine), sont donc en accord avec ceux de Rogers et al. (2007) Dans les
conditions pathologiques ou est présent un stress oxydant ¢levé comme dans la MC, une
carence en folates ne serait donc plus le principal déterminant nutritionnel des

hyperhomocystéinémies.

Des antécédents personnels d’atteinte iléale (résection ou iléite) mais aussi decolectomie,
¢taient des facteurs de risque de carence en B12 et d'hyperhomocystéinémie dans cette
cohorte de patients avec une MC. Alors que Datteinte iléale est connue pour altérer
I’absorption de la vitamine B12, la relation entre colectomie et taux de vitamine B12 bas
avaitété peu explorée jusqu’ici. Une colectomie pourrait entrainer une malabsorption de la
vitamine B12 par le biais d'une célonisation bactérienne (Vasilopoulos et al. 2001, Ostenbrug
et al. 2006). Un tabagisme actif était associ¢ a des taux de folates significativement plus bas,
confirmant les résultats d’é¢tudes 87 menées chez des sujets sains (Gabriel et al. 2006).
Cependant, contrairement a 1’étude de Maire et al. (2001), untabagisme actif n’était pas
associ¢ a une hyperhomocystéinémie. La carence en folates et/ou I’hyperhomocystéinémie
associées au tabagisme actif expliquent-elles au moins en partie I’effet délétere du tabac au
cours de la maladie de Crohn? Des données chez les sujets atteints de RCH sont désormais
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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
del’homocystéine et de 1’azathioprine. Ceci est probablement li¢ au fait que 1’enzyme
thiopurine méthyltransférase (TPMT) inactive la 6-mercaptopurine, le métabolite actif de
l'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
homocystéine (Arenas et al. 2005). Une variation génétique du gene MTHFR 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

'azathioprine (Arenas et al. 2005).

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 générale (Brattstrom et al. 1998), le génotype MTHFR677TT était associé a une
hyperhomocystéinémieen analyse univariée et en régression multiple chez ces patients. Les
variants génétiques MTHFR 1298 A>C, MTR 2756 A>G, MTRR 66 A>G, et TCN2 677 C>G
n'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
¢taient prédictifs du risque d’atteinte pancolique étaient les génotypes MTHFRG677TT et
MTHFRI1298AC. Ces 2 génotypes sont connus pour étre associés a une réduction de ’activité
enzymatique de la MTHFR et donc a une hyperhomocystéinémie. On peut ainsi émettre
I’hypothése selon laquelle le stress oxydant secondaire a cette hyperhomocystéinémie pourrait
étre associ¢ a des I€sions intestinales plus séveres 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 1’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 a ce sujet (Guedon et al.
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2001, Bernstein et al. 2007). En revanche, plusieurs équipes ont montré que I'homocystéine
¢tait capable d’induire un stress cellulaire et vasculaire qui contribuerait au maintien d’une
inflammation chronique de la muqueuse intestinale au cours des MICI (Peyrin-Biroulet ef al.
2007, Danese et al. 2005). C’est ainsi que les taux d'homocystéine ont été récemment corrélés
a l'activité, au nombre de poussées et a la durée de la RCH (Drzewoski et al. 2006). Ces
données sont donc en faveur d’une implication directe du métabolisme de 1'homocystéine
dans la pathogénie des MICI, probablement via un stress oxydant accru. En effet, un stress
oxydant anormalement ¢élevé a été rapporté chez les sujets avec une hyperhomocystéinémie
ainsi que chez les patients avec une MICI. Des études expérimentales chez 1’animal ont quant
a elles permis de démontrer que des souris transgéniques surexprimant la SOD présentent une
colite inflammatoire plus sévere aprés administration de dextran sulfate de sodium (DSS) que
des souris sauvages (Krieglstein et al. 2001). Nous avons alors analys¢ l’association des
polymorphismes des genes MTR, MTRR, MTHFR et TCN au risque de MICI, et leur relation
avec le stress oxydant et ’activit¢ de la maladie. Le génotype MTHFR 677TT n’était pas
associ¢ au risque de MC dans notre étude. Ces résultats concordent avec ceux de quatre
¢tudes menées en Europe du Sud (deux italiennes, une frangaise, et une portugaise) qui n'ont
retrouvé aucune association entre le génotype MTHFR 677TT et le risque de MICI (Papa et al.
2001, Guedon et al. 2001, Vecchi et al. 2000, Magro et al. 2003). Deux études en Europe du
Nord ont rapporté une fréquence significativement plus €élevée du génotype MTHFR 677TT
chez les patients MICI par rapport a des témoins (Bjerregaard et al. 2002, Mahmud et al.
1999). 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 géne
MTHFR, 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 1'Europe que
dans celles du nord de I'Europe (Gueant-Rodriguez et al. 2006). Dans une petite série de
patients avec une MICI, aucune variation de la fréquence du génotype MTHFRA 1298C n'a
¢été observée par rapport a des sujets témoins (Fernandez-Miranda et al. 2005). La possible
implication des polymorphismes MTR et MTRR dans la pathogénie des MICI n'avait quant a
elle jamais ¢été ¢tudiée. La découverte d’une association entre génotype MTRRAA, risque de
MC et activité de la SOD pourrait permettre une meilleure compréhension du réle joué par le

métabolisme de I'homocystéine dans la pathogénie des MICI. Récemment, le génotype MTRR
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AA a été associé a un risque plus élevé de pathologie coronarienne, une autre maladie
inflammatoire chronique associée a un stress oxydant anormalement ¢élevé (Madamanchi et al.
2007, Gueant-Rodriguez et al. 2005). La reméthylation de ’Hcy en méthionine nécessite la
MS (le géne est MTR dans la nomenclature) dont le cofacteur est la cob(I)alamine qui est
oxydée en cob(Il)alamine), ce qui rend la MS inactive. La méhionine synthase reductase
(MTRR) régénere la forme fonctionnelle de la cobalamine (Brown et la. 2000). Par conséquent,
l'association de l'allele MTRR A4 a un risque accru de MC peut étre vue comme un moyen pour
I’organisme de s’adapter au stress oxydant 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
oxydant 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 activit¢ de la SOD ¢élevée. Depuis prés de 20 ans, '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 (Jiang et al. 2006) reste inférieure a celle observée en
Europe de 1I’Ouest et en Amérique du Nord. Contrairement a I’Europe de 1’Ouest, la RCH est
la forme la plus fréquente de MICI en Chine, avec 9 cas de RCH pour un cas de MC en 2003
(Jiang et al. 2006). En 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 1’ Asie et
les pays occidentaux. C’est ainsi que les mutations du géne NODZ2 ne semblent pas étre
associées a la MC en Chine (Leong ef al. 2003, Guo et al. 2004). Globalement, les facteurs
génétiques potentiellement impliqués dans la pathogénie de la RCH ont ¢été peu étudiés. Seul
le géne de I’IL-23R a été récemment associ¢ a la RCH (Duerr et al. 2006). La mise en
évidence d’une association entre les génotypes MTR2756AG/GG et 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 1'allele MTRR A et un risque accru de MC mérite elle aussi

d’étre confirmée dans des études génétiques portant sur de plus larges populations,
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l'identification d'un lien entre stress oxydant, métabolisme de la vitamine B12 et sévérité de la
maladie chez des patients avec une MC pourrait nous conduire a mener des études
d’intervention. Ce d’autant qu’un travail récent a montré que 'homocystéine était capable
d’induire in vitro l'expression de la transcobalamine (un transporteur plasmatique de la
vitamine B12) et de son récepteur (Kalra et al. 2007). 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 1’administration intra-rectale d’acide
trinitrobenzénesulfonique (TNBS) ainsi que chez des patients avec une MC (Kalra et al.
2007). Une 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 plasmatique.

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 ? 11 est
encore trop tot pour répondre a cette question. D’apres 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 génotype MTRR AA et avec une activité¢ de la
SOD ¢levée. 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
envitamines du groupe B pourrait augmenter le risque de maladie cardio-vasculaire (Bonaa et

al. 2006)

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 parametre chez les sujets avec une MC. Une
¢tude préliminaire menée par une équipe francaise a montré qu’une hyperhomocystéinémie
¢tait associé a un risque plus ¢élevé de néoplasies colorectales au cours des MICI et que ce

risque était encore majoré en d’association a une carence en folates (Phelip ef al. 2008). Enfin,
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le risque de complications osseuses et notamment d’ostéoporose pourrait étre augmenté en cas

d’hyperhomocystéinémie au cours de la MC (Roblin et al. 2007).

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 'intérét d’une supplémentation vitaminique reste a évaluer chez ces patients dans

des études d’intervention.
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Partie II : modéle animal des maladies inflammatoires

chroniques intestinales chez le raton carencé
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1. Modéeles d’étude

1.1 Entretien des animaux

Animaux: les animaux utilisés dans les expérimentations sont des rats Wistars (Charles River,
I’ Arbresle, France). Cing males et Cing femelles sont maintenus a une température ambiante de
23°C (£ 3°C), avec un cycle jour/nuit de 12hrs, et un libre accés a la nourriture et a la boisson.
Les animaux ont été traités en accord avec les recommandations du National Institute of Health

Guide for the Care and Use of Laboratory Animals.

Régime alimentaire: Un régime carencé en groupement méthyles (Special Diet Service,
Saint-Gratien, France) et un régime standard (Maintenance diet M20, Scientific Animal Food
and Engineering, Villemoisson-sur-Orge, France) ont été utilisés. La composition du régime
carence¢ est la suivante: vitamine B12 (0 pg/kg), B2 (0.34 mg/kg), folates (10 pg/kg) et choline
(60 pg/kg). Le régime standard est un régime normal complet: vitamine B12 (0,04 mg/kg), B2
(13 mg/kg), folates (0,9 mg/kg), méthionine (4800 mg/kg) et choline (2100 mg/kg). Pour les
animaux concernés, la carence a ét¢ maintenue jusqu’au moment du sacrifice des ratons, tout au

long de la gestation, de I’allaitement maternel et de 1’alimentation postnatale.

Boisson: a J23 aprés la naissance, les ratons sont soit traités avec de 1’eau contenant du Dextran
sulfate sodium (DSS) pour induire une colite inflammatoire, soit avec de 1’eau sans DSS. Le
DSS a un poids moléculaire de 10 000 kDa (MP Biomedicals, Strasbourg, France) et il est

utilisé dilué a 5% dans ’eau du robinet.

Protocole: Un mois avant I’accouplement, les rats sont nourris avec une alimentation normale
ou avec une alimentation carencée en groupements méthyles. Le DSS est administré a partir du
vingt-troisieme jour de vie (J23), au moment du sevrage des ratons. Les ratons regoivent la
méme nourriture que leur meére, c’est-a-dire les ratons issus d’une meére carencée ont une
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alimentation carencée en vitamine B9, B12 et choline aprés leur sevrage, les ratons issus de
mere non carencées ont une alimentation normale apres leur sevrage.Quatorze ratons du groupe
non carencé (n=26) et 16 ratons du groupe carencé (n=29) recoivent du DSS chaque jour

jusqu’au sacrifice a J27. Les autres ratons recoivent de I’eau du robinet.

En fonction du régime alimentaire et de la présence ou non de DSS dans I’eau de boisson, 55

ratons sont répartis en 4 groupes:

1) le groupe «non carencé/ sans DSS» (NC DSS-, n=12), comprenant les ratons dont la mére a

regu une nourriture standard;

2) le groupe «non carencé/avec DSS» (NC DSS+, n=14), comprenant les ratons dont la mére a

recu une nourriture standard mais traités avec le DSS ;

3) le groupe «carencé/sans DSS» (C DSS-, n=13), comprenant les ratons dont la mére a recu

une nourriture carencée;

4) le groupe «carencé/avec DSS» (C DSS+, n=16), comprenant les ratons dont la mére a regu

une nourriture carencée et qui ont été traités avec le DSS.

1.2 Recueil des prélévements

Les ratons sont anesthésiés sous halothane a 1’dge de 27 jours. Le sang est prélevé par
ponction dans la cavité cardiaque et transféré dans des tubes héparinés aussitot centrifugés a
1000g/4°C /10min pour séparer le plasma et les globules rouges. Le plasma est ensuite conserveé
a -20°C et décongelé¢ au moment de la mesure des concentrations plasmatiques des folates,

vitamine B12 et homocystéine.

L’animal est sacrifi¢ par décapitation puis le colon entier est prélevé (avec le rectum),
ouvert sur sa longueur et rincé dans du PBS1X (2,7 mmol/L KCIl, 140 mmol/L NaCl,
6,8mmol/L Na,HPO4-2H,0 , 1,5mmol/L KH; POy, pH 7.,4).

Les prélévements de colon destinés aux études d’immunohistofluorescence sont immergés

dans une solution de méthylbutane froid (-30°C). Le cblon destiné aux analyses biochimiques
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et de biologie moléculaire sont congelés dans de 1’azote liquide. Tous les prélévements sont

ensuite conservés au congélateur a —80°C jusqu’a utilisation.

2. Evaluation de ’inflammation

2.1 Index d’activité de la maladie (DAI)

Le poids des ratons, 1’aspect des selles et la présence de sang dans les selles sont notés
quotidiennement a partir de J22 jusqu’au jour du sacrifice a J27. L’index d’activité de la

maladie (DAI) est calculé chaque jour, selon la méthode proposée par Kihara et al. (2003).

Calcul d’index d’activité de la maladie (D’aprés Kihara ez al. 2003)

Score Perte de poids Consistance des selles Présence de sang dans les selles
0 0% Normale Hemocult négatif
1 1-5%
2 5-10% Molle Hémocult positif, absence de rectorragies
3 10-20%
4 >20% Liquide Rectorragies

Une moyenne est calculée sur la base des scores de chacune des trois catégories

2.2 Etude histopathologique

Des coupes de colon de Sum d’épaisseur sont obtenues a 1’aide d’un cryostat et sont

colorées a ’Hematoxyline-Eosine-Safran (HES).
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3. Dosages sanguins

3.1. Vitamines B12 et B9 (folates)

Les dosages ont été effectués sur des échantillons de plasma aprés centrifugation
(1000g/4°C/10min) a I’aide du coffret commercial SimulTRAC-SNB (ICN Pharmaceuticals).
Il s’agit d’un dosage radio-isotopique. La vitamine B12 et les folates non marqués entrent en
compétition avec leurs homologues marqués (vitamine B12 [57Co] et folates [125 1]) vis-a-vis
d’un nombre restreint et constant de sites de fixation. Par conséquent, le taux de radioactivité
liée est inversement proportionnel a la concentration de 1’échantillon. Grace a cette technique,
les taux de vitamine B12 et de folates sont déterminés simultanément dans un seul tube, et la
radioactivité de rayonnement gamma est mesurée par un compteur COBRA-IITM autogamma

(Packard) a double canal.

Le coffret SimulTRAC-SNB renferme du facteur intrinséque de porc purifié, disponible
pour la liaison avec la vitamine B12, et fixé de maniére covalente sur un support solide. Le
méme principe est appliqué pour les folates, en fixant sur un support un réactif de liaison lacté
produit a partir du lait de vache. Le protocole utilisé est celui décrit par le fabricant :une droite
d’étalonnage en 6 points est faite pour la vitamine B12 (0, 74, 148, 296, 740 et 1480pM) et pour
les folates (0, 2.3, 4.5, 9.1, 23 et 45 nM).

3.2 Homocystéine

Les taux plasmatiques de I’homocystéine totale ont été¢ déterminés par une technique de
dosage immunoenzymatique par polarisation de fluorescence (FPIA) utilisant le systéme Imx
Homocysteine system des laboratoires ABBOTT. Le dosage nécessite au moins 100 uL. de

plasma obtenu par centrifugation des tubes de sang a 1000g/10min/4°C.

Toutes les formes oxydées de 1I’homocystéine sont réduites par un traitement au

dithiotréitol (DTT). L’homocystéine est ensuite transformée en S-adénosylhomocystéine (SAH)
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par une SAH hydrolase bovine, en présence d’adénosine qui est I’autre substrat de la réaction.
Un anticorps primaire monoclonal de souris anti-SAH est ajouté au mélange et le complexe
SAH-anticorps anti-SAH sera détecté par un anticorps secondaire marqué a la fluorescéine. Le
mélange réactionnel est aussi incubé avec la S-adénosylcystéine qui entrera en compétition
avec la SAH sur les sites de liaison de 1’anticorps primaire anti-SAH. L’intensité de la
fluorescence est mesurée par le systetme FPIA, tandis qu’une droite d’étalonnage est établie

pour six valeurs d’homocystéine (0, 2.5, 5, 10, 20 et 50 uM).

4.Marqueur du stress oxydant, apoptose et inflammation

4.1 Superoxyde dismutase (SOD)

II existe une forme cytoplasmique cuivre et zinc dépendante (SOD Cu/Zn) et une forme
mitochondriale homotétramérique manganése dépendante (SOD Mn). Ces deux isoformes de la

SOD sont mesurées dans le méme temps grace a un systeme automatisé Ransod (Randox).

Principe: La xanthine et la xanthine oxydase (XOD) géneérent des radicaux O, qui réagissent
avec le chlorure de iodophényl-nitrophénol-phényltétrazolium (INT) pour former un colorant
rouge, le formazan. L’activité de la SOD est mesurée par le degré d’inhibition de la réaction. La
SOD mitochondriale utilise le manganése comme co-facteur. L’activité de la SOD Mn est

mesurée par la méme technique apres blocage de la SOD Cu/Zn par du cyanure.

Protocole: La procédure de dosage se fait selon les indications données par le fabricant
(randox). Le mélange réactionnel contient un mélange de substrats (xanthine et INT), un
tampon CAPS-EDTA, la xanthine oxydase purifiée (80U/L) et un étalon qui permet de
constituer une gamme de dilution du standard (1,1/2,1/4,1/8,1/24). Le mélange réactionnel est
incubé a 37°C puis ’absorbance a 505 nm est mesurée et servira de point initial pour la

cinétique enzymatique. L’incubation est maintenue 3 minutes supplémentaires et 1’absorbance
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a 505 nm est de nouveau relevée. Le diluant sans solution étalon (S1) est considéré comme le
100% de réaction non inhibée. Tous les taux réactionnels des étalons et des échantillons dilués
doivent étre convertis en pourcentage du taux réactionnel de la solution de S1 puis soustraits a
100% pour donner un pourcentage d’inhibition. Les unités enzymatiques de la SOD sont

calculées a partir de la gamme étalon et les résultats sont exprimés en U/mg de protéine.

4.2 Glutathion peroxydase (GPX)

Principe: oxydation du glutathion (GSH) par H,O,, est une réaction catalysée par la GPX
présente dans I’hémolysat. La quantité¢ de glutathion oxydé¢ (GSSG) formé est mesurée en
dosant le nombre de micromoles de B-nicotinamide-adénine-dinucléotide-phosphate (NADPH)
oxydés par minute et par gramme d’hémoglobine. La mesure du glutathion peroxydase est
basée sur la méthode décrite par Yasuhara et al. (1998) qui repose sur une coloration des

groupements thiols réducteurs par le réactif de Ellman.

Préparation du mélange réactionnel :

Créaction C stock Volume

Homogénat tissulaire 100pul
DTT (pour glutathion total uniquement) 0,2mM 10mM 2ul
DTNB* (Ethanol) 1,8mM 25mM 8ul
Mélanger et laisser Imin a température ambiante

Ajouter au mélange : HC1O4 (Ac. perchlorique) 3% 60% 5,5ul

*DTNB : réactif de Ellman, acide dithionitrobenzoique.

Le mélange est agité au vortex, laissé Smin dans la glace, centrifugé a 12000g/4°C/10min
et le culot éliminé. Le surnageant est filtré avec un filtre PVDF de 4mm de diamétre et de
porosité 0.45um. L’échantillon (8ul) est injecté dans un systéme de chromatographie liquide a
haute performance (CLHP) constitué d’une pompe a haute pression (TSP, P10000XR), un
injecteur d’échantillon automatisé (TSP, AS100), une colonne contenant une résine de silice

greffée en groupements octadécyls maintenu a 50°C a un débit constant de 0.8ml/min (générant
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une pression d’environ 105 bar). Le gradient continu appliqué par la pompe consiste en un
mélange de tampon A (phosphate de sodium 50mM, pH 3,5, tetrabutylammonium bromide
SmM) et de tampon B (phosphate de sodium 50mM, pH 3,5, tetrabutylammonium bromide

5mM, acétonitrile 30%) selon la procédure suivante:

Temps (min) Proportion A Proportion B
0 100% 0%
3 100% 0%
18 50% 50%
18.5 0% 100%
23.5 0% 100%
24 100% 0%
30 100% 0%

Le signal est mesuré par absorbance des groupements phényles du thionitrobenzoate a I’aide
d’un spectrophometre a 280nm (TSP, UV2000-ultraviolets). Les quantités de glutathion total et
réduit sont calculées a partir d’'une gamme de standards et les résultats sont exprimés en nmol/g
tissu. Le glutathion total correspond aux valeurs mesurées apres traitement de 1’échantillon au
DTT et le glutathion réduit aux valeurs mesurées sans traitement. Par déduction il est possible
de calculer le glutathion oxydé et le rapport GSH/GSSG. Le glutathion total donne une
indication sur les processus de synthése de cette molécule tandis que le rapport GSH/GSSG

donne une indication sur le statut redox cellulaire et le stress oxydant éventuel.

4.3 Immunohistologie

1) Les coupes de tissu réalisées a I’aide d’un cryostat (20 um) et disposées sur une lame de verre
sont incubées a température ambiante successivement pendant 45 minutes dans de I’'HCI (2 N),
pendant 30 minutes du borate de sodium (0,1 mol/L) et rincées dans du PBS pendant 30

minutes ;

2) Chaque coupe est ensuite recouverte de BSA a 10% pour la saturation des sites non
spécifiques ;
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3) l’anticorps primaire est préparé extemporanément (Anti-cPLA2: Acl 1/200, souris; Acll
1/1000, Alexa Fluor 488, cell signaling), dilué¢ dans 10% (v/v) de PBS-BSA et déposé sur les
coupes. L’incubation est réalisée a 4°C pendant une nuit dans une chambre humide. a 1’abri de

la lumicre et apres lavages au PBS ;

4) Danticorps secondaire, couplé a un fluorochrome, préparé extemporanément dans du

PBS-BSA (10%), est déposé sur chaque coupe a température ambiante pendant 30 minutes ;

5) Afin de visualiser la cellule compléte les coupes sont incubées en présence de DAPI
(4',6-diamidino-2-phenylindole, 0,5 ng/ul au maximum) apres lavage au PBS, pendant 5

minutes a température ambiante ;

6) Les lames sont ensuite montées avec une lamelle et un milieu de montage (PBS-Glycérol,

50% ou Eukitt).

4.4 Western Blotting

Principe: La technique de marquage des protéines par immuno-empreinte permet de détecter
les variations d’expression de certaines protéines a condition qu’il existe un anticorps capable
de les complexer. La technique utilisée ici est la plus couramment employée et fait appel a une
migration électrophorétique dans des conditions dénaturantes et un transfert sur membrane en

milieu liquide.

Préparation des extraits protéiques

Extraction: Les tissus sont broyés dans 1’azote liquide, puis mis en suspension dans un tampon
de lyse (Tris-HCl 50mM; Nacl 250mM; Triton X100 1%; Deoxycholate 0.2%; SDS 0.1%;
vanadate 0.5mM; EDTA 0.2mM; PMSF 1mM; et protease inhibitor cocktail 5%). Les

échantillons sont agités au vortex, centrifugés a 20000g/4°C/30min et le culot éliminé.

Dosage: Le dosage des protéines totales s’effectue avec le kit BCA protein assay (Pierce) qui
permet la coloration et la quantification des protéines avec 1’acide bicinchonique. Une quantité
de 20-100pug de protéines est utilisée par essai pour le western-blotting.
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Electrophorese sur gel en polyacrylamide

Le gel de polyacrylamide est préparé a I’aide d’un systéme mini-protean II (Bio-Rad) a une
concentration de 12% pour des protéines de 20-40 kDa. Deux gels peuvent étre migrés
simultanément : les proportions ci-dessous correspondent donc a 2 gels préparés

extemporanément.

Gel de séparation (10% ou 12%):

Agent Volume(10%Gel) Volume(12%Gel)
Meélange acry/bisacry 30% 6,16mL 8mL
Tampon Tris-Hel(1,5M pHS,8), SDS 0,4% SmL SmL
Eau milliQ 4,16mL 7mL
Persulfate d’ammonium (APS) 10% 160uL 160uL
TEMED 48uL 48uL

Le mélange est remué a la main puis environ 7ml de solution sont déposés entre les 2 plaques de
verre du systéme miniprotean (épaisseur 1,5mm). Un ml d’isopropanol est dépos¢ a la surface
du gel le temps de la polymérisation puis 1’isopropanol est ¢liminé et le gel rincé avec une
pissette d’eau distillée et séché a ’aide d’un papier Whatman. Le gel de concentration (4%)
permet de concentrer les protéines au début de la migration électrophorétique et il est préparé

selon les conditions suivantes :

Agent Volume

Me¢élange acry/bisacry 30% 1,48mL
Tampon Tris-Hel(1,5M pH6,8), SDS 0,4% 2,5mL
Eau milliQ 6,4mL
Persulfate d’ammonium (APS) 10% 80uL
TEMED 24uL

La migration est effectuée a voltage constant de 50V pendant 30min (générateur
PowerPac-3000 Bio-Rad).) puis a 120V pendant au moins 2h, dans un tampon Tris 25mM, SDS
0,1%, glycine 192mM, pH 8,3.
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Transfert sur membrane PVDF

Le transfert des protéines vers la membrane PVDF est effectué dans une cuve contenant du
tampon de transfert (Tris 48mM, SDS 1,3mM, glycine 39mM, méthanol 20%, pH 9,2) a un

ampérage constant de 350mA durant 45min.

Blocage de la membrane

La membrane PVDF contenant les protéines transférées est lavée 3x5min avec un tampon
TBST (Tris-Hcl 20mM, pH7,4, NaCl 150mM, Tween-20 0,1%) a température ambiante et sous
agitation douce. La membrane est bloquée en incubant 1h sous agitation douce dans un tampon

TBST contenant 5% de lait écrémé puis lavée de nouveau 3x5min avec un tampon TBST.

Marquage anticorps primaire

Les anticorps primaires sont préparés a différentes dilutions selon leur spécificité mais toujours
dans le tampon TBST-NFM (non fat milk 5%). Les membranes sont mises en présence de

I’anticorps et incubées toute la nuit a 4°C sous agitation douce.

Marquage anticorps secondaire

La membrane est lavée 5x5min et 1x10min avec le tampon TBST a température ambiante et
sous agitation moyenne. L.’anticorps secondaire, dirigé contre le primaire, est de type HRP, i.e.
possédant une activité peroxydase. Cet anticorps est dilué dans le tampon TBST-NFM (non fat
milk 5%) a 1/1,000éme ou 1/10,000éme selon le cas. La membrane préalablement marquée
avec |’anticorps primaire est incubée avec I’anticorps secondaire durant 1h a température

ambiante et sous agitation douce.
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Cible d’anticorps Poids Moléculaire Dilution Dilution Source
(KDa) Anticorp | Anticorp II
Caspase 3 17/19 1/1000 1/10 000 Lapin
Bcl, 29 1/1000 1/1000 Chevre
Bax 23 1/10 000 1/10 000 Lapin
p38 43 1/1000 1/1000 Lapin
cPLA, 110 1/1000 1/1000 Lapin
COX1 70 1/400 1/2000 Souris
COX2 72 1/1000 1/2000 Lapin
LOX 78 1/1000 1/2000 Lapin
Actin 45 1/1000 1/4000 Chevre

Révélation des protéines immunomarquées

La membrane est lavée 2x10min a température ambiante et sous agitation moyenne avec un
tampon TBST tandis que le réactif de révélation (ECL-plus, Amersham) est laissé a
température ambiante. La membrane est égouttée a 1’aide de papier absorbant et la préparation
du réactif se fait selon les recommandations du fournisseur (a I’abri de la lumiére). Le mélange
réactionnel est incubé sur la membrane pendant 2 min a température ambiante puis la
membrane est égouttée 1égerement, placée entre deux films « Saran » et déposée dans une
cassette de révélation de film photographiques. La révélation se fait en chambre noire a I’aide
de liquides de révélation et de fixation photographique. Le film est lavé a 1’eau distillée et mis a

égoutter jusqu’a ce qu’il soit compleétement sec.

4.5 RT-PCR

Principe: L’étude de I’expression des génes a été réalisée par RT-PCR en temps réel (real-time
Reverse transcription-Polymerase Chain Reaction) afin de détecter la concentration des
ARNm. Le principe de cette technique consiste a extraire les ARN totaux des tissus a analyser
et de les copier in vitro en ADNc (ADN complémentaire) simple brin grace a ’action de la
transcriptase inverse, étape obligatoire avant la polymérisation en chaine qui met en oeuvre une
ADN polymérase. Les molécules d’ADNc obtenues servent de matrice pour cette réaction et un
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fragment de I’ADNc cible est amplifié en utilisant un couple d’amorces spécifiques
correspondant a la séquence de I’ARN d’intérét. Le principe de I’amplification in vitro repose
sur la répétition de trois processus: 1) La dénaturation des 2 brins d’ADN a 94°C; 2)
L’hybridation d’oligonucléotides (amorces) complémentaires d’une séquence cible d’ADN
monocaténaire a une température d’hybridation spécifique ;3) La réaction d’élongation par une
ADN polymérase thermostable (Taq DNA polymerase) a partir des oligonucléotides, réalisée a

la température optimale de 72°C.

Préparation des extraits ARN

Extraction: Les échantillons de tissu colique sont broyés dans I’azote liquide, les ARN totaux
ont été isolés du tissu colique par le kit RNeasy mini plus (Qiagen) en suivant scrupuleusement

les instructions du fabricant.

Dosage: Les concentrations en ARN sont mesurées par spectrophotométrie a 260 nm, sachant
qu’une unité de DO correspond a 40 pg/mL d’ARN. Une autre mesure a 280 nm permet
d’estimer la contamination des ARN par des protéines résiduelles. Les expériences ont été
entreprises sur les échantillons ayant un rapport d’absorbance 260nm/280nm entre 1.8 et 2.0.
L’intégrité des ARN est finalement estimée par électrophorése en gel d’agarose 1% préparé
dans un tampon Tris-Borate-EDTA (TBE) contenant du bromure d’éthidium (BET) a 1%

(Invitrogen).

La RT-PCR en temps réel

La RT-PCR est faite avec le Kit RT Quanti Tec Reverse Transcription conformément aux
recommandations du fabricant (Qiagen). Les amorces suivantes sont utilisées pour

I’amplification des ARN du TNF-a et RP 29 (Ribosomal protein 29,géne de référence).

TNF-a :
Sens: 5’ATG GGC TCC CTC TCA TCA GT 3°
Anti-Sens: 5 GCT TGG TGG TTT GCT ACG AC 3’
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RP 29:
Sens: 5’ATG GGT CTA CAG CAGCTCTA 3’
Anti-Sens : 5’GCC CGT ATT TAC GGA TCA GA 3’

Le mélange réactionnel (20ul en total) contient: deux amorces (0,6ul), cDNA (1ul), 10X
Quanti Tec SYBR Green Master Mix (10ul), de I’eau MillQ (7,8ul)

Le programme d’amplification PCR: dénaturation (90°C 15min), PCR (90°C 10s, 58°C 15s,
72°C 10s, 46 cycle), courbe de fusion (94°C 5s, 67°C 15s, 94°C 0s, 1 cycle), refroidissement
(40°C 30s).
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1. Observations générales

1.1 la mortalité

Cingq rates femelles sont incluses dans notre étude, deux recoivent un régime non carencé
et trois un régime carencé. Il y a eu 27 ratons nés de 2 méres non carencées et le taux de
mortalité a I’issu du sevrage est de 3,7% (soit 1 déces). Il y a eu 34 ratons nés de 3 méres
carencées et le taux de mortalité a I’issue du sevrage est de 14,7% (soit 5 déces). Le taux de

mortalité est plus élevé dans le groupe carencé par rapport au groupe non carencé (P<0,05).

Le DSS augmente le taux de mortalité méme si cette augmentation n’est pas significative.
Apres 4 jours de traitement le nombre de déces dans le groupe NCDSS+ est égal a 6 /14 ratons
alors que dans le groupe CDSS+ il est égal a 8/16 ratons soit (42,9% vs. 50%, P>0,05). A
I’inverse, aucun décés n’a été constaté dans les groupes ne recevant pas de DSS (NC DSS- et C

DSS-).

1.2 Etudes morphologiques

De grandes différences morphologiques ont été observées parmi les ratons des la naissance.
Les ratons issus d'une meére carencée sont nettement plus petits a la naissance que les ratons nés
de mére non carencée. La différence de taille persiste avec 1’Age : au 21° jour postnatal, le raton
carencé présente une taille significativement inférieure a celle du raton témoin (19,1 £ 1,2 vs.

12,8 £ 1,5 cm, P<0,01).

Par ailleurs, la pilosité des ratons carencés est trés peu développée au 13°jour postnatal.
Concernant le systéme sensoriel, I’ouverture des yeux a lieu pour les ratons non carencés entre
le 12°et le 14°%jour, tandis qu’elle apparait plus tardivement chez les ratons carencés (entre les

15°et 17°jours).

Les ratons carencés présentent différentes altérations. Ainsi, ’ensemble des ratons
carencés présente une stéatose hépatique des la naissance, une pilosité irréguliere. Une partie
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des ratons (environ 1/10) présente une altération du systéme squelettique comme une
queue tordue ou une syndactylie. La morphologie particuliére de la queue laisse supposer un
défaut dans le processus de fermeture du tube neural (spina bifida). Pour la syndactylie, il est
possible que la carence puisse perturber le cycle cellulaire et le programme d’apoptose

physiologique (Figure 1).

J3 J21

Témoin

Carence

Figure 1: Effets de la carence sur le développement des jeunes rats.

Les images montrent différents stades du développement des ratons a J3, J21.

Cette différence de taille s’accompagne d’une différence de poids entre la naissance et le
sevrage. En effet, au premier jour les ratons carencés pésent en moyenne 5,3 & 0,3g alors que les
ratons témoins pésent 6,8 + 0,7 g (P<0,05). Cet écart s’accentue avec le temps. Au 21°
jourpostnatal, les ratons carencés présentent un poids trés nettement inférieur a celui des ratons
témoins (17,7 = 4,3 vs. 44,7 + 3,0g, P<0,0001) (Figure 2). Enfin, il existe une corrélation entre
les paramétres poids et taille (z=6.113, P<0,0001).
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Figure 2: Représentation de l’évolution de la masse corporelle des ratons entre la naissance
et le sevrage (J21). Différence statistiquement significative, * C DSS- vs NC DSS-, P<0,05,
ANOVA, test de Fisher:

L’analyse statistique des courbes de croissance retrouve un effet significatif du régime
alimentaire avec un ralentissement de la croissance pondérale chez les animaux C par rapport
aux animaux NC qu’ils soient ou non traités par DSS (P<0,001). La prise de DSS ne modifie

pas significativement la taille ou la prise de poids (Figure 3).
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Figure 3: Représentation de I’évolution de la masse corporelle des ratons entre J21 et J27.
Difference statistiquement significative, * C DSS -/+ vs NC DSS -/+,P<0,05, ANOVA, test de
Fisher.

1.3 Index d’activité de la maladie (DAI)

Des signes cliniques de colite inflammatoire sont recherchés. Le poids , la consistance des
selles et la présence de sang dans les selles ont été observés quotidiennement pour chaque rat.

Une moyenne de DAI est calculée pour chacun des groupes.

Dés le deuxieme jour de traitement les animaux traités par DSS (DSS+) montrent des
signes de souffrance, une colite inflammatoire avec anorexie, rectorragie ou présence de sang

dans les selles. Ces syndromes de colite inflammatoire s’aggravent avec le temps.

Les rats du groupe C DSS+ présente un DAI supérieur a celui des rats du groupe NC DSS+
au deuxieme jour (0,239 £+ 0,333 vs. 0,084 + 0,229, P=0,047), troisiéme jour (2,179 + 0,897 vs.
0,215 + 0,484, P<0,01) et au quatriéme jour de traitement (2,900 + 0,684 vs. 0,668+0,849,
P<0,01). En revanche, il n’y a aucun signe clinique en faveur de manifestations inflammatoires
dans les groupes qui ne regoivent pas de DSS (NC DSS- et C DSS-). Leurs selles de ces rats
sont de consistance normale sans présence, il n’y a pas de sang et leur prise de poids est

satisfaisante, le DAl est a 0 (Figure4).
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Figure 4: Représentation graphique d’index d’activité de la maladie (DAI )moyen quotidien
des ratons entre J21 et J27. Différence statistiquement significative, * C DSS+ vs. NC DSS+,
P<0,05; **C DSS+ vs. NC DSS+, P<0,01, ANOVA, test de Fisher.

1.4 Etudes histopathologiques

Les analyses histologiques sont effectuées sur un échantillon de colon distal pour chacun
des groupes. Il existe une colite inflammatoire chez les animaux DSS+ par rapport aux animaux
DSS- (Figure 5). Les glandes digestives sont nécrosées, la sous-muqueuse est cedématiée, elle
présente un infiltrat inflammatoire de cellules mononuclées, les vaisseaux sont dilatés et des
thromboses vasculaires sont identifiées. La carence en donneurs de méthyle ne semble pas avoir

d’effet inflammatoire sur le cdlon.
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Figure 5 : Observation d’une inflammation dans le célon de rat du groupe NC / DSS+.
Examen histologique de coupes de colon de rat, coloration Hematoxyline-Eosine-Safra (HES)
grossissement X100.

2. Concentrations plasmatiques en vitamine B12, folates et homocystéine

Par rapport au groupe normal, le groupe carencé présente une réduction des taux
plasmatiques en vitamine B9 et B12. La carence en précurseurs de méthyles (folate et vitamine
B12) induit une élévation de I’Hcy comparable a celle observée chez des patients malnutris ou

ayant des désordres génétiques conduisant a des réduction d’activité enzymatique.

Tableau 1 Concentrations plasmatiques en folate, vitamine B12 et homocystéine

NC/DSS- (n=12) C/DSS- (n=13)
Vitamine B9 (folate) (nmol/L) 99+38 13£2%
Vitamine B12 (pmol/L) 919+54 489+27*
Homocystéine (umol/L) 7,83+0,90 22.58+12,00%*

* C DSS- vs. NC DSS-, P<0,01, ANOVA, test de Fisher
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3. Evalution du stress oxydant : Superoxyde dismutase (SOD) et Glutathion peroxydase
(GPX)

L’activité de la superoxyde dismutase (SOD), mitochondriale (Mn dépendante) ou
cytoplasmique (Cu/Zn dépendante), est augmentée significativement chez les rats C DSS- par

rapport aux rats NC DSS-. Cependant apres traitement avec le DSS, cette différence disparait.

I1 existe une augmentation de 1’activité Glutathion peroxydase (GPX) chez les rats C DSS-
par rapport aux rats NC DSS-, mais la différence n’est pas significative. L’activité¢ Glutathion
peroxydase ne varie pas significativement entre les rats des quatre groupes.

Tableau 2. Activités Superoxyde dismutase (SOD) et Glutathion Peroxydase (GPX) mesuré a
partir d’homogénats coloniques de rats

NC/DSS- C/DSS- NC/DSS+ C/DSS+
SOD totale (UI/mg) 7,98+1,85 13,46+7,01* 8,11+£2,41 7,65+1,08%*
SOD Mn (Ul/mg) 0,76+0,23 1,05+0,27* 0,53+0,12 0,74+0,17**
SOD Cu/Zn (Ul/mg) 7,22+1,73 12,42+6,77* 7,58+2,3 6,91£1,01**
GPX (umol/min/g) 64,86+6,95 84,55+31,77 66,97+15,33 69,03+14,88**

*C DSS- vs. NC DSS-, P<0,05 ** C DSS+ vs. NC DSS+, P>0,05 ANOVA, test de Fisher

4. Effet apoptotique: expression de caspase3, Bax et Bcl2

L’apoptose dans la muqueuse colique est analysée par « Western-Blotting ». Nous avons
étudié I’expression des protéines de la famille Bcl2 et la caspase 3. La protéine Bcl2 est une
protéine anti-apoptotique, la protéine Bax a des propriétes pro-apoptotiques de méme que la
protéine caspase 3. L’anticorps utilisé anti-caspase 3 détecte la forme activée de la caspase et

génere deux fragments, dont les tailles sont de 17 et 19kDa.

Un effet sur I’apoptose est observé dans le groupe carencé traité par le DSS uniquement.

Dans ce groupe il est noté une diminution de 1’expression de la caspase 3 (C DSS+ vs. C DSS-,
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0,131£0,100 vs. 0,696 + 0,370, P=0,012, n=6) et de Bax (C DSS+ vs. C DSS-, 0,354 + 0,196 vs.
0,715 £ 0,196, P=0,015, n=6) alors que ’expression de Bcl2 est augmentée (C DSS+ vs. C
DSS-, 0,932 + 0,047 vs. 0,578 = 0,117, P=0,044, n=6).

Ces résultats suggerent que la carence en groupements méthyles favorise un effet
anti-apoptotique si les rats sont traités avec le DSS. La carence en groupements méthyles
n’entraine pas d’augmentation de 1’apoptose par rapport aux a des rats contrdle. Le traitement

du DSS ne modifierait pas I’expression de caspase3, Bax et Bcl2.
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Figure 6 : Etude de I’expression de Caspase 3, Bax et Bcl, par Western blotting dans la
mugqueuse colique des rats (A) Image représentative de trois analyses (B) Analyse statistique
de ’expression de Caspase 3, Bax et Bcl, * C DSS+ vs. C DSS- et C DSS+ vs. NC DSS+,

P<0,05 ** C DSS+ vs. C DSS-,P<0,05
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5. Effet sur ’inflammation

5.1 L’expression colique de TNF-a mRNA

Le TNF- joue un réle central dans la cascade inflammatoire des MICI, notamment la MC

(Reinecker et al. 1993, Schreiber et al. 1999).

Nous avons analysé 1’effet de la carence sur les taux d’ARN messagers de TNF-alpha
(Figure 7). L’analyse par RT-PCR réel, montre une augmentation des ARNm de TNF-a en
situation de régime carencé par rapport a un régime normal (C DSS- vs. NC DSS-= 1,983 + 1,6
vs. 0,887 £ 0,26, P<0,05, n=5). PR29 (Ribosomal protein 29) est utilisé comme un géne de

référence.
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Figure 7. Influence du régime carencé sur l’expression des ARN messagers de TNF-a.
RP29 est utilisé comme un gene de réference, * C DSS- vs. NC DSS-, P<0,05, ANOVA
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5.2 L’expression colique des protéine p38 et cPLA2

p38 est un membre de la famille Mitogen-Activated-Protein-Kinase (MAPK). p38 est
impliqué dans le processus inflammatoire. p38 régule la réponse inflammatoire par

phosphorylation ou par 1’activation de facteurs de transcription comme ATF-2.

L’expression de p38 est augmentée chez les rats carencés par rapport aux rats non carences.
(C DSS- vs. NC DSS-=10,734 + 0,182 vs. 0,559 £ 0,209, P=0,0073, n=6). Quand les rats sont
traités avec DSS, la carence favorise ainsi I’augmentation de la protéine p38 (C DSS+ vs. NC

DSS+=0,802+ 0,110 vs. 0,667 = 0,090, P=0,047, n=6).

p38 active cPLA2 par la phosphorylation en Ser’® (Bérsch-Haubold et al. 1999). Au vu de
I’augmentation de la protéine p38, nous avons donc étudi¢ I’expression de la protéine cPLA2.
Le résultat montre une augmentation significative de la protéine cPLA2 chez les rats carencés
par rapport aux rats non carencés (C DSS- vs. NC DSS- = 0,578 + 0,223 vs. 0,315 + 0,279,
P=0,005, n=6). La carence augmente ainsi la protéine cPLA2 chez les rats traité avec DSS (C

DSS+ vs. NC DSS+=0,792 + 0,159 vs. 0,589 + 0,281, P=0,028, n=6) (Figure 8).

- 113 -



(A)
Carence
DSS
p38
CPLAZ
Actin
(B)
=
N
<
=4
‘O
~—
‘%
=
%]
N
=
]

p38/actin cPLA2/actin

ONCDSS- m CDSS- 5 NC DSS+ & C DSS+

Résultats

Figure 8. Etude de ’expression de p38 et cPLA; par Western blotting dans la muqueuse
colique des rats. (A) Image représentative de trois manipulations (B) Analyse statistique de
[’expression de p38 et cPLA,, * C DSS- vs. NC DSS-, P<0,05 ** C DSS+ vs. NC DSS+,

P<0,05.
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5.1 Immunohistologie de I’expression de cPLA2

En complément, nous avons étudi¢ la présence de cPLA2 dans le c6lon des rats. L analyse
immuno-histochimique montre une expression plus importante de cPLA2 dans le cdlon des rats

carencés (Figure 9).

NC DSS- C DSS-

NC DSS+ C DSS+

Figure 9 : Expression de cPLA; (vert) dans la muqueuse du célon des rats.
Le contremarquage au Dapi (bleu) permet de colorer les noyaux,grossissement X20.
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5.2 L’expression colique du protéine COX1, COX2 et 5-LOX

La phospholipase A2 (PLA2) dégrade les phospholipides membranaires en acide
arachidonique et en lysoPAF (platelet activating factor). Ensuite, 1’acide arachidonique est
métabolisé par les cyclo-oxygénases (COX) et la lipooxygénase (LOX). Il existe deux types des
cyclo-oxygénases: COX1 et COX2.

Pour documenter I’augmentation de phospholipase A2 cytolique (cPLA2) induite par la
carence en groupements méthyles et le DSS, nous avons étudié 1’expression de COX1, COX2

et LOX dans le c6lon des rats.

L’analyse par Western-Blotting montre une augmentation trés significative de COX2
dans le c6lon des rats C DSS+ par rapport aux rats NC DSS+ (C DSS+ vs. NC DSS+=0,793 +
0,531 vs. 0,177+0,148, p<0,001, n=15). Par contre, I’expression de COX1 n’est pas modifice.
L’expression de 5-LOX montre la méme tendance que celle de cPLA2, avec une expression de
la protéine plus élevée dans le colon des rats carencés (traités ou non avec DSS), mais la
différence n’est pas significative (C DSS- vs. NC DSS- = 1,588 + 2,021 vs. 0,813 + 0,736,
P=0,366, n=15 ; C DSS+ vs. NC DSS+ = 2,046 + 3,023 vs. 1,218 + 1,529, P=0.315, n=15)
(Figure 10).
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Figure 10. Etude de I’expression de COX1, COX2 et 5-LOX par Western blotting dans la
mugqueuse colique des rats. (1) Image représentative de trois manipulations (B) Analyse

statistique de |’expression de p38 et cPLA,, * C DSS+ vs. NC DSS+, P<0,001.
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Une hyperhomocystéinémie modérée est fréquente chez les sujets atteints de maladies
inflammatoires chroniques de ’intestin (MICI) (Papa et al. 2001, Danese et al. 2005, Zezos et
al. 2005, Peyrin-Biroulet et al. 2008). 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 une
association entre cette augmentation du risque secondaire et I’hyperhomocystéinémie.
Cependant, aucune ¢tude n’a pu a ce jour montrer une association entre métabolisme de

I’homocystéine et thrombose au cours des MICI (Papa et al. 2001, Oldenburg et al. 2000).

En revanche, ’homocystéine pourrait favoriser le développement et le maintien d’une
inflammation de la muqueuse intestinale via une augmentation de la production de cytokines
proinflammatoires comme le TNF-a (Danese ef al. 2005). Dans une étude récente, le niveau
d’homocystéine plasmatique était corrélé au nombre de poussées, a la sévérité et a la durée de la
maladie (Drzewoski et al. 2006). D’aprés des données récentes de la littérature, I’homocystéine
pourrait promouvoir une inflammation muqueuse chronique par le biais d’un stress oxydant,
d’un stress du réticulum endoplasmique, et d’une activation de facteurs pro-inflammatoires,
(Peyrin-Biroulet et al. 2007). Par ailleurs, les anomalies épigénétiques (méthylation de I’ADN)
associées a une hyperhomocystéinemie et & une carence en folates pourraient quant a elles
expliquer, au moins en partie, I’augmentation du risque de cancer colorectal observée chez les
malades souffrant de MICI. A notre connaissance, notre travail est le premier a avoir étudié
I’influence de la carence des donneurs de groupements méthyles sur la maladie inflammatoire

chronique des intestins dans un modeéle expérimental.

1. les modéles animaux

Des régimes déficients en groupements méthyles ont été employés sur des rats adultes afin
d’induire une hyperhomocystéinémie (Burke ef al.1992). De tels régimes ne contiennent pas de
choline et contiennent de faibles concentrations de vitamine B12, folates et méthionine
(Brunaud et al. 2003). Dans notre modele, un régime semblable a été utilisé caractérisé en plus

par de faibles concentrations vitamine B2 (Blaise et al. 2005). Dans les conditions utilisées, les
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jeunes rats ont développé une hyperhomocystéinémie atteignant un niveau comparable a celui
rapporté chez I’adulte dans d’autres études (Brunaud ef al. 2003). Le DSS est utilisé sur les rats

pour générer une MICI expérimentale.

1.1 Effet de la carence sur la progéniture

1.1.1 Altérations morphologiques

De fagon similaire a ce qui a été décrit a partir du modele de souris transgénique CBS-/-
(Watanabe et al. 1995), nous avons observé un retard de croissance, des altérations
squelettiques (queue tordue) et des modifications du systéme pileux. Les souris CBS” o (Robert
et al. 2003, Watanabe ef al.1995) ainsi que le mode¢le de souris MT. HFR™" décrit par Seller et al.
(1981) présentent les mémes caractéristiques morphologiques. Une étude récente (Robert et al.
2004) rapporte également que les souris CBS” o présentent une hyperkératisation qui confere a la

souris une pilosité irréguliere.

1.1.2 Métabolisme de I’homocystéine

Les ratons nés de meres carencées présentent une forte baisse de la concentration
plasmatique en folates et en vitamine B12. Un régime déficient en groupements méthyles in
utero puis au cours de I’allaitement engendre une hyperhomocystéinémie significative
comparable a celle enregistrée chez 1’étre humain carencé en vitamine B (15-100uM) (Burke et
al. 1992) En plus, nous avons observé ainsi une accumulation de 1’homocytéine dans la

muqueuse colique de rats par 1’analyse histopathologique.

La carence en groupement méthyles induit une hyperhomocystéinémie via une
diminution de [I’activit¢é enzymatique impliquée dans la voie de reméthylation de
I’homocystéine. La vitamine B12 est un co-facteur important pour la M7TR. Dans les études

précédentes de notre laboratoire, il a été observé chez les ratons, que la carence se traduit par
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une baisse de I’activité de la MTR dans le cas d’une carence en groupements méthyles. (Blaise

et al. 2005), qui est en accord avec I’é¢tude de Yamada et al. (2000).

1.2 Influence de DSS associé a la carence

1.2.1 Le protocole

Le Dextran sulfate sodium (DSS) est un produit utilisé souvent pour induire une maladie
inflammatoire chronique chez les rats. Le Trinitrobenzene sulfonate (TNBS) est un autre

produit utilisé pour produire le modéle de MICI chez les rats.

Dans notre étude, les animaux traités par DSS présentent des signes cliniques
d’inflammation digestive avec une prédominance des signes digestifs, diarrhées et rectorragies.
L’analyse histologique effectuée par un anatomo-pathologiste expérimenté a ainsi révélé

I’existence d’une colite inflammatoire chez les animaux traité par DSS.

Le protocole d’induction de la colite inflammatoire par le DSS est comporte des
parametres variables (durée de traitement, poids moléculaire et dose de DSS) suivant les
auteurs. Le protocole que nous avons choisi est le plus fréquemment utilisé (Kihara et al. 2003,
Tham et al. 2002 , Melgar et al. 2005). Nous avons testé ce protocole (5% DSS pendant 7 jours)
chez des rats adultes non carencés dans une étape préliminaire de notre étude. Il a induit une
colite inflammatoire l1égére sans mortalité, ce qui nous a conduit & renouveler ce méme
protocole chez les ratons carencés. Cela montre donc que le jeune age des rats et la carence en
groupements méthyles aggrave la maladie. Devant le taux élevé de mortalité au cours de la
prise de DSS, nous avons di interrompre le protocole au quatriéme jour de DSS et sacrifier les

animaux a J27 de vie.

1.2.2 L’inflammation
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L’Index d’activité de la maladie (DAI) est un bon indice pour quantifier la sévérité de la
maladie et correspond bien a I’inflammation mise en évidence par 1’analyse histologique
(Murthy et al.1993). Dans notre étude, le DAI des rats non traités pas DSS est a 0, Ainsi, une
hyperhomocystéinémie produite par la carence en groupements méthyles ne peut pas induire a
elle seule une inflammation chez le célon des rats. En revanche, elle augmente I’expression de
médiateurs clés de I’inflammation muqueuse comme cPLA2 et COX2. C’est probablement
pour cette raison que la carence en groupements méthyles aggrave I’inflammation colique
induite par le DSS, comme ceci est montré par le DAI du groupe CDSS+, significativement
plus élevé que celui du groupe NC DSS+. Les mécanismes cellulaires possibles par lesquels
I’¢lévation de I’homocystéine favorise I’inflammation colique peuvent potentiellement étre de
différentes natures: stress oxydant, stress du réticulum rndoplasmique, apoptose, ou activation

des facteurs pro-inflammatoires. Nous avons analysé chacun de ces mécanismes.

2. Effet du DSS et de la carence sur le stress oxydant

Le Superoxyde dismutase (SOD) et la Glutathion peroxydase (GPX) sont deux enzymes
anti-oxydantes dont ’action combinée permet de lutter efficacement contre le stress oxydant.
La superoxyde dismutase (SOD) est une enzyme catalysant la réduction de 1’anion superoxyde
(O2) en peroxyde d’hydrogéne (H,O;). Il existe une forme mitochondriale tétramérique
manganese dépendante ainsi qu’une forme cytoplasmique cuivre et zinc dépendante également
tétramérique. La glutathion peroxydase (GPX) est une enzyme cytoplasmique qui catalyse la

réduction du peroxyde d’hydrogene (H,O;) en H,O par oxydation du GSH en GSSG.

Dans notre travail, nous avons montré que 1’activité de la SOD est augmentée chez les rats
du groupe C DSS- par rapport aux rats du groupe NC DSS-. L’activité de la GPX est aussi
augmentée chez le groupe carencé par rapport au groupe non carencé, mais la différence n’est
pas significative. Ces résultats sont en accord avec ceux de Moat et al. (2000). Ils ont montré
que les activitées de SOD et GPX sont plus élevées chez les sujets ayant une
hyperhomocystéinémie modéré (>20umol/L) par rapport au groupe controle. D’autres études

ont rapporté que I’hyperhomocystéinémie pourrait diminuer les activités des différentes
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enzymes impliquées dans la réduction des espéces oxygénées, comme la superoxyde dismutase
(SOD) (Nonaka et al. 2001, Jiang et al. 2008) et la glutathion péroxydase (GPX) (Durmaz et al.
2007, Handy et al. 2005 et Weiss et al. 2002). Ces divergences de résultats peuvent étre lices
aux différences entre les modeles d’é¢tude (humains, animaux ou culture cellulaire) ou a la
concentration de I’homocystéine. L’augmentation de 1’activit¢é de SOD observée dans notre
¢tude peut-€étre une manicre de s’adapter au stress oxydant induit par une
hyperhomocystéinémie modérée. Nihei et al. (2004) ont rapporté que l’augmentation de
I’homocystéine est inversement corrélée au ratio [SOD extra cellulaire (EC-SOD) liée a
I’endothélium/ SOD extra cellulaire (EC-SOD) basique], ce qui suggére que [’homocystéine
pourrait augmenter la concentration de EC-SOD dans le plasma. C’est peut-étre une autre
facon de s’adapter au stress oxydant généré par 1’hyperhomocystéinémie. Plus
I’hyperhomocystéinémie est sévere, plus 1’activité de ’enzyme anti-oxydative diminue. De
méme, Nishio et Watanabe (1997) ont observé sur des cellules vasculaires de muscle lisse une

diminution de I’activité GPX en fonction de doses croissantes d’homocystéine (0-500uM).

Le stress oxydant est impliqué dans la pathogénie des MICI. De nombreuses études ont
mis en évidence le role majeur joué par les especes réactives de 1’oxygeéne (ROS) dans la
survenue des lésions de la muqueuse colique (D’Inca et al. 2004, McKenzie et al. 1996,
Kruidenier ef al. 2003). De plus, plusieurs études ont montré que la thérapie anti-oxydative est
efficace dans le modele MICI de rat (Carroll et al.2007, Han et al. 2006, Tamaki et al. 2006,
Oku et al. 20006).

Dans notre travail, il semblerait que les activités SOD et GPX ne soient pas modifiées
par le DSS. Bhaskar et al. (1995) et Durak et al. (2000) n’ont pas trouvé de modification de
I’activité de la SOD et GPX chez les patients atteint de RCH, ce qui est en accord avec nos
résultats. Cependant, les données de la littérature sont controversées. Certaines études ont
rapporté que I’activité de la SOD (Mulder ef al.1991, Lih-Brody ef al. 1996, Kruidenier et al.
2003) et de la GPX (Reimund ef al. 2000) sont diminuées dans la muqueuse colique des patients
ayant des MICI. Mais I’interprétation de ces divergences est tempéré par la différence des
méthodes qui incluent 1’utilisation des prélévements biopsiques ou des prélévements
chirurgicaux, les méthodes d’analyse ou la phase de recrutement de 1’étude. Par exemple,

Korenaza et al. (2002) ont démontré que I’activité de la SOD était augmentée pendant la phase
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aigué de I’inflammation et diminuée en cas d’inflammation chronique dans un mode¢le animal

de colite inflammatoire au DSS.

3. Effets du DSS et de la carence sur I’apoptose

La carence en groupements méthyles est connue pour générer une apoptose.
Vijayalakshhmi et al. (2005) ont rapporté qu’une carence multi-vitaminique augmente 1’index
apoptotique et l’activité¢ de la caspase 3 dans la muqueuse colique tandis que le rapport
Bax/Bcl2 est diminué. Une hyperhomocystéinémie pourrait favoriser I’apoptose des cellules
comme les cellules endothéliales vasculaires (Zhang et al. 2001), les cellules neuronales
(Kruman et al. 2002, Blaise et al. 2007) et les cellules du trophoblaste (Di Simone ef al. 2003).
Le mécanisme par lequel I’homocystéine conduit a 1’apoptose n’est pas encore clairement
¢lucidé. 11 est possible que I’Hey induise la mort cellulaire par un mécanisme unfoled protein
reponse (UPR)-dépendant (Zhang et al. 2001). L’Hcy pourrait aussi induire 1’apoptose via la
voie mitochondrial. En effet, le stress oxydant provoqué par une hyperhomocystéinemie
produit une perte du potentiel de membrane mitochondrial et favorise la libération du
cytochrome C. La libération du cytochrome C contribue a I’activation des caspase 3 et 9, ce qui

entraine la dégradation des protéines du noyau et de ’ADN (Tyagi et al. 2006).

Neéanmoins, Robert et al. (2005) n’ont pas trouvé de cellules apoptotiques, ni d’activation
de la caspase 3 ni de fragmentation de I’ADN dans le foie chez la souris CBS-/-. De méme,
Mangiagalli et al. (2004) ont montré qu’il n’y a pas de modification de I’expression de caspase
3, Bax et Bcl2 dans les lymphocytes humaines incubé avec I’homocystéine. En accord avec ces
travaux, nous n’avons pas observé d’augmentation de la caspase 3, ni de Bax ni de baisse de

Bcl, dans le colon du rat carencé.

L’¢étude d’immunohistochimie a démontré que 1’expression de p53 est augmentée dans
la muqueuse inflammatoire des patients de RCH (Krishna ef al.1995). La protéine p53 pourrait
induire 1’apoptose en augmentant Bax et diminuant Bcl2. Cependant, il existe une
augmentation de Bcl2 chez les ratons C DSS+. Nous avons aussi observé une diminution de

caspase 3 et Bax dans le colon chez les rats carencés aprés traitement avec le DSS, ce qui
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suggere qu’il existe un mécanisme protecteur anti-apoptotique. Vetuschi et al. (2002) ont
trouvé une augmentation de ’apoptose associée a une augmentation de la prolifération des
cellules épithéliales coliques chez les rats non carencés traités avec le DSS. Une accélération du
renouvellement de 1’épithélium colique est aussi observée chez les patients atteints de RCH
(Arai et al. 1999, Serafini et al.1981). Le déséquilibre entre prolifération et apoptose pourrait
étre impliqué dans la genese de I’inflammation digestive et du cancer colique. Une apoptose
augmentée entraine une fragilit¢ de 1’épithélium colique et facilite I’invasion des
microorganismes ou des antigenes. Une augmentation de la prolifération pourrait étre associée

au développement du cancer (Yamada ef al. 1992).

La diminution de caspase 3, Bax et I’augmentation de Bcl2 dans le cdlon des rats carencés
apres traitement avec le DSS peuvent étre expliquées par I’hyperhomocystéinémie. En effet
I’homocystéine est capable d’activer le facteur de transcription Necrosis Factor kappa B
(NF-kB) (Au-Yeung et al. 2004, Carluccio et al. 2007) qui est un régulateur des cytokines
pro-inflammatoires et un inhibiteur important de 1’apoptose (Barinaga ef al. 1996). Imura et al.
(2000) ont trouvé que I’expression de Bax est diminuée non seulement dans la muqueuse des
patients porteurs de MICI, mais également dans la muqueuse des patients ayant une
inflammation « non-MICI », suggérant ainsi que 1’expression de Bax est probablement régulée
par des médiateurs inflammatoires. De plus, d’autres études ont retrouvé que le systéme Fas/
Fas Ligand, mais pas Bax/Bcl,, est impliqué dans 1’induction de I’apoptose de 1’épithélium
colique chez les patients RCH (Iwamoto et al. 1996, Strater et al.1997, Karamanolis et al.
2007).

4. Effets du DSS et de la carence sur ’inflammation

Le TNF-a joue un réle central dans la cascade inflammatoire des MICI, notamment la MC
(Reinecker et al. 1993, Schreiber et al. 1999). L’anticorps monoclonal anti-TNF-a (infliximab)
induit la rémission clinique chez plus de 50% des patients atteints de MICI (Targan SR et al.
1997). La protéine p38 est ainsi impliquée dans la pathogénie des MICI (Waetzig et al. 2003).

Des ¢études ont montré que dans la muqueuse inflammatoire intestinale des patients atteints de
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MICI, p38 est la MAPK qui est le plus activée (Waetzig et al. 2002, Hommes et al. 2002).
TNF-a est régulée par p38 (Kyriakis et al. 2001) et I’inhibition de p38 supprime la synthése de
TNF-a chez les souris (Kontoyiannis et al. 2001). Danese et al. (2005) ont montré que
I’homocystéine et TNF-a peuvent promouvoir une inflammation muqueuse par 1’activation de

p38 in vitro et que la combinaison de I’homocystéine et TNF-a exercaient un effet synergique.

Compte tenu des résultats obtenus pour p38, nous avons déterminé si la carence en
groupements méthyles augmente la production de TNF-a et aggrave ainsi I’inflammation chez
les rats traités avec DSS. Nous avons trouvé que I’expression des ARNm de TNF-a est
augmentée dans le colon des rats carencés par rapport aux témoins. En accord avec notre travail,
Peracchi et al. (2001) et Scalabrino et al. (2004) ont rapporté que la concentration de TNF-a est
inversement proportionnelle a la concentration de vitamine B12 chez des patients qui ont une
déficience en vitamine B12. Le mécanisme par lequel la carence en vitamine B12 stimule la
production de TNF-a n’est pas encore ¢lucidé. Il est possible que la voie de signalisation de p38
soit impliquée, comme le suggerent nos résultats qui mettent en évidence une augmentation de
la protéine p38 dans le colon des rats carencés. Cependant, nous n’avons pas pu isoler les
ARNm de TNF dans le colon des rats traités avec DSS peut-€tre pour 2 raisons au moins : 1) les
ARNm de TNF-a des rats traités avec le DSS (qu’ils soient carencés ou non carencés) sont
dégradés ; 2) le DSS influence I’extraction et/ou I’amplification des ARNm et/ou cDNA.

L’activation de la cPLA2 est également sous I’influence de p38, par phosphorylation sur

la Ser’®

(Borsch-Haubold et al. 1999). La cPLA2 dégrade les phospholipides membranaires en
acide arachidonique, qui est le substrat des cyclo-oxygénases (COX) et de la lipooxygénase
(LOX). Les COX sont de deux types: la COX1 est constitutivement présente et active dans
presque toutes les cellules. Elle induit la synthése des prostaglandines physiologiques qui
jouent un role dans le maintien de I’intégrité intestinale (Eberhart et a/.1995). La COX2 est
synthétisée et induite par les cytokines pro-inflammatoires, comme IL-1B et TNF-a (Maier et
al.1990, Masferrer et al. 1992). Elle favorise la synthése des prostaglandines impliquées dans
I’inflammation (Mitchell ez al. 1995). La lipo-oxygénase (LOX) produit les leucotrienes (LTB4,
C4, D4, E4) qui augmentent la perméabilité capillaire et le chimiotactisme des polynucléaires

neutrophiles. Ces médiateurs de I’inflammation (PGs et LTs) sont augmentés dans la muqueuse

colique des patients souffrants de MICI et jouent un role trés important dans la pathogénie de
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ces maladies (Sharon ef al. 1984, Lauritsen et al. 1986). Récemment, Leoncini et al. (2006) ont
trouvé que 1’incubation des plaquettes avec I’homocystéine stimule la production de TXB2 via
I’activation de P38/cPLA2. Ces données suggerent qu’une hyperhomocystéinémie pourrait

aggraver les MICI en modifiant la production de PGs et LTs via la voie p38/cPLA2.

En résumé, dans notre étude, nous avons mis en évidence une augmentation importante
de cPLA2 consécutive a la carence en groupements méthyles. L’augmentation de cPLA2
pourrait €tre liée a I’augmentation de la protéine p38, qui est un régulateur de cPLA2. 1l existe
trois types de phospholipase A2: la phospholipase A2 sécrétée (SPLA2), la phospholipase A2
cytosolique (cPLA?2) et la phospholipase A2 calcium-indépendante (iPLA2). Nous avons choisi
d’étudier la phospholipase A2 cytosolique (cPLA2) parce qu’elle est I’acteur principal de la
synthése des eicosanoides. Des travaux ont montré que 1’activité de la phospholipase A2 est
plus augmentée chez les rats traités avec DSS (Tomita ef al. 2003) et les patients ayant des
MICI (Haapamaki ef al. 1999, Minami et al. 1994), que chez les témoins. Les inhibiteurs de
PLA2 comme la mépacrine, 1’auinacrine et la p-bromophenacylbromide ont un effet favorable
sur I’inflammation intestinale dans les mode¢les de rat MICI (Woodruff et al. 2005, Krimsky et
al. 2003, Tomita et al. 2003, Hoshino et al. 1992) et les patients atteints de MICI (Minami et al.
1997).

Ensuite, nous avons étudié I’expression de COX1, COX2 et 5-LOX dans le cblon des
rats. Les résultats des Western Blots montrent que la protéine COX2 est augmentée dans le
cOlon des rats C DSS+ comparativement aux rats NC DSS+. Par contre, il n’y a pas de
modification de I’expression de COX1 ni 5-LOX. Ainsi, ’aggravation de la réaction
inflammatoire en cas de carence pourrait étre expliquée par I’augmentation de I’expression de

cPLA2 et COX2.

Des études ont montré que I’hyperhomocystéinémie ou la carence en folates pourrait
stimuler la libération de thromboxane (Leoncini et al. 2006, Signorello et al. 2002, Durand et
al. 1996, Graeber et al. 1982), mais aucune étude n’a exploré I’association entre la carence en
groupements méthyles et I’expression de COX1, COX2 et 5-LOX. Plusieurs études ont montré
que COX1 est exprimé de fagon similaire dans le colon des sujets sains et des patients MICI
(Singer et al. 1998). Par contre, COX2 n’est pas exprimé dans le c6lon des sujets sains et les
patients atteints de MICI en rémission (Deborah et al. 2001). La protéine COX2 est aussi
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détectée dans les plexus nerveux (Roberts ez al. 2001) et les artéres mésentériques (Tabernero et
al. 2003) du cblon chez les patients atteints des MICI. La protéine COX2 est aussi exprimée
dans le c6lon inflammatoire des patients atteints de MICI active. Conformément a nos résultats,
Hendel et al. ( 1997) ont rapporté qu’il y a une corrélation positive entre les ARNm de COX2 et
la sévérité des MICI. De plus, ils ont montré que les concentrations des ARNm de 5-LOX dans
la muqueuse colique n’étaient pas différentes entre les sujets sains et les sujets atteints de MICI,

et qu’elles ne dépendaient pas de la sévérité de la maladie (Hendel et al. 2002).

L’expression de COX2 est régulée par plusieurs facteurs de transcription, notamment
NF-«B (Beasley et al. 1999, Abate et al. 1998). 11 est donc possible que I’augmentation de ROS

ou TNF-a, qui sont tous activateur de NF-xB, contribue a 1’¢élévation de I’expression de COX2.

Le traitement des rats MICI par des agents anti-inflammatoires a produit des résultats
divergents. Une étude a montré que le traitement par inhibiteur de COX2 est efficace (Karmeli
et al. 2000) tandis que d’autres travaux ont rapporté que 1’inhibition de COX2 exacerbe la
maladie (Reuter et al. 1996, Singh et al. 2004). L’explication serait que le PGE2 induit par
COX2 est a la fois un médiateur qui amplifie I’inflammation, et un agent protecteur qui peut

promouvoir la prolifération de I’épithélium colique et donc sa réparation (Uribe et al. 1992).

- 128 -



Conclusion générale et perspectives

- 129 -



Conclusions

Notre travail reposait sur deux objectifs, évaluer I’influence des déterminants génétiques
et nutritionnels du métabolisme des monocarbones et de I’homocystéine avec le risque primaire
et la sévérité de la maladie dans deux populations dont I’une, recrutée en Chine centrale, était
constituée de patients atteints de RCH et I’autre, recrutée dans 1’est de la France, était constituée
de patients porteurs de maladie de Crohn. En effet, dans chacun de ces deux pays, la prévalence
de chacune des deux maladies est symétrique. Une limite de notre étude était 1’absence de

phénotypage métabolique de la population recrutée en Chine.

En Chine, il existait une association du gene de la méthionine synthase (MTR) avec le
risque primaire de RCH avec un Odd ratio de 1,8. Par comparaison, nous avons retrouvé une
association du gene de la méthionine synthase réductase (MTRR) avec le risque primaire de
maladie de Crohn, dans la population de 1’est de la France, avec un Odd ratio de 3,7. Il existait
par ailleurs une concentration d’homocystéine plus €levée chez les patients et une diminution
de la concentration en vitamine B12 et folates. Dans les deux populations, nous avons observé
une association des déterminants génétiques avec la sévérité de la maladie. Les deux études
menées en Chine, sur respectivement 72 patients et 168 patients, ont permis de montrer une
association des polymorphismes de MTHFR avec le risque de 1ésion étendue, notamment de

pancolite.

L’étude menée en France a permis de trouver une association avec ’atteinte iléale, liée au
statut en vitamine B12 et avec le score de sévérité CDAI La vitamine B12 était un déterminant
significativement associée a I’homocystéine et cette association variait en fonction de I’activité
en SOD des patients. De plus, il existait une association entre le score de sévérité et ’activité de

la SOD, influencée par le polymorphisme de MTRR.

Ces résultats suggerent que le statut en vitamine B12 participe au mécanisme d’association
entre la maladie et le métabolisme de I’homocystéine, avec deux mécanismes possibles, 1’un 1ié
a la diminution de 1’absorption, en rapport avec les 1ésions iléales, et I’autre li¢ a la capacité
intra-cellulaire de réduction de la vitamine B12 en fonction du niveau du stress oxydant et du
polymorphisme MTRR A66G. L’ensemble de ces résultats suggere que le métabolisme de

I’homocystéine peut avoir des effets au niveau de la muqueuse iléo-colique en lien avec les
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facteurs étiopathogéniques des MICI. C’est pourquoi nous avons réalisé parallélement une

étude expérimentale sur des ratons carencés en donneurs de méthyles, exposés au DSS.

Les résultats obtenus qui montrent un effet limité de la carence sur le stress oxydant,
mettent en évidence un lien fort entre la carence et la voie cPLA2/p38/COX2 de la synthése de
médiateurs pro-inflammatoires. On peut donc, en fonction de ces résultats, proposer une
relation intriquée cause/conséquence entre le métabolisme de 1’homocystéine et les MICI. La
carence en donneurs de méthyles peut prédisposer a la maladie en augmentant I’expression
d’acteurs clé de I’inflammation muqueuse. Dans les circonstances ou un facteur d’exposition,
tel que bactérien, intervient sur ce terrain prédisposant, il existe une potentialisation de la
réponse inflammatoire. Réciproquement, 1’inflammation de la muqueuse a deux conséquences
en lien avec le métabolisme des monocarbones. Le stress oxydant se traduit notamment par une
augmentation de la SOD et une augmentation du potentiel oxydatif intramuqueux de la
vitamine B12 qui pourrait dépasser les capacités de la cellule a assurer sa réduction par la
méthionine synthase réductase, condition nécessaire pour que la vitamine B12 puisse jouer son
role de cofacteur de la méthionine synthase. La deuxiéme conséquence de la maladie concerne
I’atteinte iléale possible qui se traduit par une diminution de la concentration de la vitamine B12
plasmatique et une augmentation du risque de carence. On peut dans ces conditions imaginer
que la diminution de la reméthylation de I’homocystéine assurée par le couple méthionine
synthase / méthionine synthase réductase produise des effets sur I’expression des genes liés a la

voie p38/cPLA2/COX2.

Nos travaux ouvrent donc des perspectives sur la recherche d’interactions géne-gene entre
les variants génétiques du métabolisme des monocarbones et ceux des genes de la voie
p38/cPLA2/COX2. Ils suggerent également de poursuivre 1’étude du modele expérimental en
testant 1’effet inhibiteur de COX2, mais aussi en recherchant I’implication possible de PPARy
dont I’un des ligands, PGE2, est un produit de synthese de cette voie. A plus long terme, se pose
la question du dépistage systématique du statut en B12 et en folates, dans les MICI. En effet, s’il
est trés peu probable qu’une supplémentation systématique présente un intérét dans la prise en
charge de cette maladie, il sera parallélement nécessaire d’évaluer si le traitement d’une
sub-carence dépistée par une approche biologique systématique pourra avoir un effet sur

I’évolution de la maladie, et notamment sur I’étendue des 1ésions. Par contre, notre travail
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confirme que I’augmentation de I’homocystéine observée dans les MICI n’est pas associée a un
Yy

risque augmenté de manifestations thrombo-embolique.
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Résumé

Deux études de population, en Chine centrale et en Lorraine, ont mis en évidence une association des génes MTR,
MTRR et MTHFR avec la maladie de Crohn et la recto-colite hémorragique. De plus entre MTRR et stress oxydant il
existe un lien qui dépend de la concentration de superoxyde dismutase et du degré de sévérité de la maladie. Par
ailleurs dans la maladie de Crohn il existe une élévation importante de 1'homocystéine, une diminution de la
vitamine B12 liée a la résection iléale et a une influence du stress oxydant sur les capacités réductrices de la vitamine
B12 par MTRR. Parall¢lement, des rats exposés au DSS, qui est un agent inducteur de 1ésions inflammatoires de la
muqueuse colique, présentent une potentialisation de la réaction inflammatoire s’il sont en plus carencés en
donneurs de groupement méthyle. Paradoxalement, la carence en groupement méthyle chez ces rats n’entraine pas
d’effet ni sur I'apoptose ni sur le stress oxydant. Par contre, elle induit une augmentation de I'expression des acteurs
de la voie p38/cPLA2/COX2 conduisant a une augmentation de la synthése de PGE2 sans qu’il n’y ait d’influence
sur COX1 ni 5-LOX. Ces résultats ouvrent des perspectives physiopathologiques trés originales dans les maladies
inflammatoires digestives. Ils décrivent des interactions causes-effets dans lesquelles la maladie provoque une
malabsorption, donc une carence en donneurs de méthyle, le stress oxydant diminue les capacités de réduction de la
vitamine B12 au niveau intra-muqueux et la carence en groupements méthyles exacerbe les mécanismes
inflammatoires en réponse a 1’agression par des agents exogénes comme les bactéries. Ainsi il peut étre utile de
dépister la carence en groupements méthyles et de la traiter dans les maladies inflammatoires digestives..

Mots clés : Rcctocolite hémorragique, maladie de Crohn, homocystéine, folate, vitamine B12,
Me¢éthionine synthase, methionine synthase réductase, méthyléne-tétrahydrofolate-réductase.

Abstract

Studies in populations from Central China and Lorraine showed a correlation between MTR, MTRR, MTHFR and
hemorrhagic colitis and Crohn disease. In addition there was a correlation between M7TRR and oxidative stress
depending on superoxyde dismutase concentration and disease severity. Besides, Crohn disease was characterized
by elevated homocysteine and decreased vitamin B12 linked to ileal resection and the effect of oxidative stress on
MTRR capacity to reduce vitamin B12. On the other hand, in rats exposed to DSS, which is a potent inducer of
inflammatory lesions in colonic mucosa, the extent of inflammation was aggravated by additional exposure to a diet
deficient in methyl group donors. Unexpectedly, methyl group donor deficiency in rats did not yield any effect on
apoptosis nor oxidative stress. However methyl group donor deficiency induced elevated expression of actors in the
p38/cPLA2/COX2 pathway that leads to PGE2 production without affecting neither COX1 nor 5-LOX. These
results uncover new pathophysiological events in inflammatory bowel disease (IBD). They depict intricated
relationships in which the disease may cause malabsorption, and therefore a deficiency in methyl donors, oxidative
stress decreases the capacity to reduce vitamin B12 in the digestive epithelium and methyl group donors deficiency
exacerbates inflammatory mechanisms triggered by exposure to exogenous agents such as bacteria. Thus drawing
attention to the screening and treatment of methyl group donors deficiency may help to limit the severity of IBD

Key words: hemorrhagic colitis, Crohn disease , homocysteine, folate, vitamin B12, methionine synthase,
methionine synthase reductase, methylene-tetrahydrofolate-reductase.
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